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CA:    Dominio de unión a ATP (Catalytic ATP-binding)  
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Extracellular) 
DHp: Dominio de dimerización (Dimerization Histidine 
phosphotransfer)  
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FL:    Completa (Full Length) 
GAF: GMP-fosfodiesterasas, Adenilciclaseas y FhlA (cGMP-
phosphodiesterases, Adenylyl cyclases and FhlA) 
GGDEF Dominio enzimático con actividad diguanilato ciclasa  
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HK:    Histidina quinasas 
MAPK: Proteína quinasa activadora por mitógeno (Mitogen-
Activated Protein Kinase) 
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ORF:   Pauta abierta de lectura (Open Reading Frame)  
PAS:   Per-ARNT-Sim proteínas 
P-ATPasas:  ATPasas tipo P 
Abreviaturas 
 
 
PDB: Número de acceso en el banco de datos de proteínas 
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1.1. Los sistemas de dos componentes 
 
La adaptación al medio es un proceso esencial para la superviviencia de los 
organismos. Los sistemas que permiten a las células sentir y responder a una 
nueva situación se denominan sistemas de transducción de señales. Estos 
sistemas funcionan percibiendo la llegada de un estímulo externo y 
transmitiendo la información recibida al interior de la célula; generando así 
respuestas adaptativas específicas como la modulación de la expresión génica o 
la actividad catalítica.  
A pesar de la gran variedad de estímulos y respuestas, se utiliza un número 
relativamente pequeño de estrategias moleculares para la transducción de 
señales. La fosforilación de proteínas en residuos específicos es una estrategia 
fundamental como vehículo de transmisión de señales. En eucariotas, la 
fosforilación en residuos de serina/treonina y tirosina es el principal sistema de 
transducción de señales, mientras que en procariotas predomina un esquema 
diferente de fosforilación (West and Stock, 2001).                      
En 1986, Ninfa y Magasanik (Ninfa and Magasanik, 1986) establecieron 
las bases bioquímicas básicas de la transducción de señal de un sistema 
regulador (NR) que controlaba la expresión génica en E. coli frente a la 
disponibilidad de nitrógeno en el medio. Demostraron que la proteína NRII 
actuaba como una quinasa/fosfatasa que controlaba la cantidad de proteína NRI 
fosforilada necesaria para activar la transcripción de genes implicados en la 
regulación celular de nitrógeno en respuesta a las señales celulares. Casi al 
mismo tiempo, Ausubel y col. (Nixon et al., 1986), reconocieron similitudes en 
la secuencia de aminoácidos entre los componentes del sistema NR y otros 
sistemas reguladores bacterianos que no habían sido caracterizados hasta el 
momento a nivel bioquímico. Estas similitudes apuntaban a que otros sistemas 
podían funcionar bajo el mismo mecanismo bioquímico que el sistema NR. Así 
emergió el término “dos componentes” para describir una nueva clase de 
Introducción                                                                                                                                  
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sistemas de transducción de señales en bacterias basado en el uso de dos 
proteínas. 
En 1988, Weiss y col. descubrieron que NRII se fosforilaba en un residuo 
de histidina y que NRI se fosforilaba en un residuo de ácido aspártico (Weiss and 
Magasanik, 1988). Del mismo modo, al estudiar in vitro los componentes del 
sistema de quimiotaxis de E. coli, Hess y col. identificaron que el sitio de 
fosforilación de la quinasa CheA era un residuo de His conservado (Hess et al., 
1988). Posteriormente, Sanders y col. identificaron que la transferencia del 
fosforilo desde CheA a la proteína CheY, se realizaba a un residuo de Asp 
conservado (Sanders et al., 1989). La tardía caracterización de los sitemas de dos 
componentes, frente a sus homólogos eucariotas, fue debida a la naturaleza lábil 
en medio ácido de los fosforamidatos y acilfosfatos en comparación con los 
fosfohidroximanoácidos (Cortay et al., 1991).   
Los sistemas de dos componentes (TCS) median la transducción de la señal 
a través de dos proteínas conservadas, una proteína histidina quinasa sensora 
(HK) y una proteína reguladora de la respuesta (RR) que se fosforilan en un 
residuo de histidina y de ácido aspártico, respectivamente (Figura 1). La 
transferencia del grupo fosforilo desde la HK al RR en respuesta a múltiples 
estímulos, resulta, generalmente, en la activación del RR para controlar una 
amplia variedad de procesos esenciales para la célula como la adquisición de 
nutrientes (carbono, nitrógeno, fósforo), actividad metabólica (sistema de 
transporte de electrones, absorción y catabolismo), virulencia, adaptación física 
y química al medio (pH, osmolaridad, quimiotaxis), rutas del desarrollo 
(esporulación, ciclo celular) y resistencia a antibióticos (Grebe and Stock, 1999; 
Hoch, 2000; Parkinson and Kofoid, 1992). 
En los últimos años, se ha demostrado que las HKs no están limitadas a las 
rutas de señalización de organismos procariotas. Así, se han encontrado 
proteínas similares en eucariotas simples y plantas (West and Stock, 2001). Del 
mismo modo, se han encontrado también en numerosas especies bacterianas un 
número creciente de Ser/Thr y Tyr quinasas. Además, las HKs y las Ser/Thr 
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quinasas (PSTK) pueden estar integradas en una misma ruta de señalización; por 
ejemplo, en la bacteria Myxococcus xanthus (M. xantus), el TCS MrpA–MrpB 
modula la actividad transcripcional de la proteína MrpC mientras que las PSTKs 
(Pkn8/Pkn14) modulan la actividad bioquímica de MrpC necesaria para la 
regulación de los estados de desarrollo celular y de falta de alimento (Lux and 
Shi, 2005). También hay que destacar que los TCS pueden formar parte de la 
regulación global génica en respuesta a un estímulo, como es el caso del sistema 
regulador de nitrógeno Ntr (Reitzer, 2003).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Mecanismo de transducción de señal de un TCS en una célula. La llegada 
de una señal al dominio sensor provoca la autofosforilación de la HK y la posterior 
transferencia del fosforilo al RR, el cual controla diversos procesos. 
 
El estudio de TCS despierta mucho interés desde el punto de vista médico, 
ya que al no encontrarse en animales y al estar implicados en gran cantidad de 
procesos reguladores de bacterias Gram positivas y negativas, muchos de ellos 
elementales para la supervivencia del microorganismo, son una diana potencial 
para el desarrollo de nuevos fármacos antimicrobianos. En todos los 
microorganismos estudiados, al menos un TCS es esencial para su viabilidad, 
por lo tanto su inhibición haría inviable al microorganismo. La identificación de 
pequeñas moléculas inhibidoras, así como de inhibidores peptídicos de las HKs 
y de los RRs podría ser una buena estrategia a seguir (Barrett and Hoch, 1998), 
ya que al interferir en un sistema de señalización de un microorganismo 
señal
mecánicas
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H
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patógeno, éste se expone a su destrucción por el sistema immune. Este tipo de 
actuación indirecta dificultaría la adquisición de resistencias (Brodsky and 
Gunn, 2005) 
1.2. Distribución de los Sistemas de dos componentes  
 
Los TCSs tienen un origen bacteriano, que se ha extendido a 
arqueobacterias y algunos eucariotas (plantas, levaduras, hongos y protozoos) 
mediante transferencia horizontal de genes (Alm et al., 2006). El número de 
TCSs en eubacterias es dependiente de la fisiología, capacidad de cambiar de 
hábitat y complejidad del genoma de cada microorganismo, de manera que 
cuanto mayor sea cualquiera de estos parámetros, mayor será la necesidad del 
microorganismo de regular las actividades celulares (Ashby, 2006) y por tanto 
mayor número de TCSs presentará.  
Hoy gracias a la genómica se dispone de la secuencia completa del genoma 
de numerosas especies procariotas y de algunos eucariotas, permitiendo evaluar 
la composición y el número total de proteínas implicadas en la transducción de 
señales para cada genoma. Los genomas de E. coli y Bacillus subtilis (B. 
subtilis) contienen ~30 TCS, Helicobacter pilori cuatro, mientras que las tres 
especies del género Mycoplasma (M. genitalium, M. pneumoniae, y M. 
pulmonis) se encuentran entre las escasas excepciones que no poseen ningún gen 
codificante para TCS (Mizuno, 1998). En los organismos eucariotas, las HKs 
son menos abundantes encontrándose que Saccharomyces cerevisiae (S. 
cerevisae) contiene una HK, el hongo patógeno Candida albicans tres, 
Arabidopsis thaliana ocho, y Dictyostelium discoideum al menos once. No 
existen genes de HK o RR en los genomas secuenciados de Caenorhabditis 
elegans, Drosophila melanogaster u Homo sapiens, de modo que los TCSs están 
ausentes en el reino animal (Wolanin et al., 2002).  
La localización genómica de las secuencias codificantes para las proteínas 
que forman los TCS es variable, encontrándose repartidas por todo el genoma 
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(Figura 2). En la mayoría de los casos, el ORF de la HK y del RR se encuentra 
en la misma unidad transcripcional u operón. En otros casos, los ORFs 
codificantes de la HK y el RR que forman un TCS no se encuentran ni en el 
mismo operón ni cerca de él, denominándose por ello HK o RR huérfanos 
(Mizuno, 1997) (Figura 2). Por ejemplo, M. xanthus contiene un gran número de 
genes para TCS (146 HKs y 130 RRs) de los que aproximadamente el 50% de 
los genes que codifican para HKs y el 40% que codifican para RRs son 
huérfanos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Distribución genómica de HKs y RRs en el genoma de E. coli. En el círculo 
interior se representan todas las proteínas de señalización del genoma de E.Coli. En el 
círculo del medio se representa la localización genómica de los RRs y en el exterior la 
localización genómica de las HKs. Aquellos ORF de HKs y RRs que no se encuentran en 
el mismo operón se denominan huérfanos. (Figura adaptada de Eric Alm y col. 2006). 
 
La incidencia de ORF huérfanos impide asignar pares sensor/regulador. 
Michael T. Laub y col. han demostrado bioquímicamente que es posible 
identificar pares sensor/regulador a partir de ORF huérfanos mediante la técnica 
denominada “phosphotransfer profiling” (Skerker et al., 2005) utilizando como 
modelo Caulobacter crescentus que contiene 62 HKs y 44 RRs. Esta técnica se 
basa en la preferencia cinética que muestran las HKs in vitro por su 
correspondiente RR in vivo, dicha fidelidad en los TCS es necesaria para 
prevenir interferencias no deseables en la transducción de la señal. 
 
HKsRRs
Huérfanos
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1.3. Arquitectura de los Sistemas de dos componentes 
 
Un TCS paradigmático está formado por una HK y un RR y representa la 
forma más simple, mayoritaria en los organismos procariotas donde la 
transducción de la señal implica un solo paso de transferencia del grupo fosforilo 
desde la HK hasta el RR. Las HKs constan de dos partes funcionales y 
estructurales: una región variable extracelular N-terminal sensora responsable de 
percibir la señal o estímulo y la región C-terminal citoplasmática, catalítica, 
conservada (Figura 3). Ambas están conectadas por una región conectora. La 
región C-terminalt está formada por dos dominios catalíticos, uno denominado 
dominio de dimerización (DHp; Dimerization Histidine phosphotransfer), que 
permite que las HKs se encuentran como homodímeros y que incluye la histidina 
aceptora del grupo fosforilo, y otro dominio que une el ATP (CA; Catalytic 
ATP-binding) (Dutta et al., 1999) (Figura 3). Las HKs que contienen los 
dominios descritos anteriormente se denominan ortodoxas mientras que las que 
carecen de alguno de los dominios mencionados se denominan heterodoxas 
(Parkinson and Kofoid, 1992).  
Por otro lado, los RRs suelen contener dos dominios funcionales: un 
dominio aceptor altamente conservado donde se aloja el aspártico que se 
fosforila, y un dominio efector. La mayoría de los dominios efectores tienen 
capacidad de unión a ADN actuando como RRs transcripcionales, aunque 
también se han identificado algunos RRs con actividad enzimática, de unión a 
ARN y a proteínas. También se ha observado que alrededor de un 14 % de los 
RRs bacterianos, carecen de dominio efector (Gao et al., 2007). 
Los TCS simples son de naturaleza modular, es decir, que los dominios que 
presentan tanto la HK como el RR se pueden combinar de forma diferente 
manteniendo el mecanismo de fosforilación/defosforilación. Así, existen 
sistemas más complejos denominados de fosfotransferencia His-Asp-His-Asp 
(Appleby et al., 1996; Perraud et al., 1999) que incluyen múltiples pasos de 
transferencia del grupo fosforilo, por lo que requieren más de dos proteínas 
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(Figura 3). Estos sistemas actúan como cascadas de fosforilación, extendiendo el 
mecanismo secuencial entre His-Asp.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representación esquemática de los TCS simples y de los sistemas de 
fosfotransferencia. (A) TCS formado por un solo paso de transferencia de fosforilo 
desde la HK ortodoxa o heterodoxa a un RR. (B) Diferentes sistemas de 
fosfotransferencia formados por una HK ortodoxa o por una HK híbrida que transfiere el 
grupo fosforilo al RR final mediado por una fosfotransferasa (His). La asignación de 
dominios en base a la secuencia ha sido realizada por el programa Pfam 
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/). La flecha inicial representa la señal externa. 
Clase II 
Sistema CheA (HK heterodoxa)-CheY (E.coli)
HPt
PF01627 
P P
AspATPHis
II. Sistema BvgS (HK híbrida)-BvgA (Bordetella pertussis)
P PP
His Asp
PASSBP_bac_3
P
Asp
III. Sistema Sln1p (HK híbrida)-Ypd1p-Ssk1p (S. cerevisiae)
P PP
His Asp
P
Asp
B) Sistemas de fosfotransferencia
ATP
ATP
His
His
P P
I. Sistema KinA (HK ortodoxa)-Spo0F-Spo0B-Sp0A (B.subtilis)
P
His Asp
PAS PASPAS-3
P
Aceptor
Asp
Pfam-B_24185
ATP His
A) Sistemas simples
Clase I 
Sistema EnvZ (HK ortodoxa)-OmpR (E.coli) 
Aceptor
PF00072 
Efector
PF00486
HAMP DHp CA
PF00672 PF00512 PF02518
P P
His AspATP
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Los sistemas de fosfotransferencia son típicos de organismos eucariotas y 
se encuentran en menor medida en procariotas (Tabla 1). Utilizan, en general, 
HK híbridas, es decir, con un dominio aceptor fusionado. En este caso, la 
transferencia del grupo fosforilo desde el dominio aceptor de la HK híbrida a su 
correspondiente RR final está mediada por una proteína intermedia llamada HPt 
(His-containing phosphotransfer). Ésta es una fosfotransferasa con un residuo de 
His fosforilable y puede estar libre o fusionada a la HK híbrida. La mayoría de 
HKs en organismos eucariotas son híbridas con el dominio HPt independiente y 
sólo un tercio de HKs de bacterias y algunas de arqueobacterias son híbridas con 
HPt fusionados (Zhang and Shi, 2005) (Figura 3 y Tabla 1).  
 
Tabla 1. Distribución del TCS en diferentes genomas. Tabla adaptada de 
Zhang y Shi, 2005. 
Especies Total HKs HKs 
híbridas 
HPt 
   Fusionado a HK Independiente 
Bacteria     
Escherichia.coli 29 5 4 − 
Caulobacter crescentus 55 25 − − 
Salmonella typhimurium 19 3 4 − 
Agrobacterium tumefaciens 42 8 − 1 
Bacillus. subtilis 36 − − − 
Arquea     
Archaeoglobus fulgidus 23 1 − − 
Eucariota     
Saccharomyces.cerevisiae 1 1 − 1 
Arabidopsis.thaliana 11 9 − 5 
Dictyoselium discoideum 11 11 − 1 
 
El diseño modular de los TCS es muy original, pero no parece que sea el 
sistema más simple para la transducción de señales. En este sentido, se han 
encontrado sistemas de transducción de señales que contienen un dominio sensor 
fusionado a un dominio efector pero que carecen de los dominios DHp y CA así 
como de dominio aceptor por lo que se han denominado sistemas de un 
componente. Estos sistemas son más comunes en organismos procariotas y 
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arqueas (unas cuatro veces más que los TCS). La diferencia fundamental entre 
los sistemas de un componente y los TCS reside en la detección del estímulo. En 
los sistemas de un componente, la detección es mayoritariamente intracelular, 
produciéndose en el citosol en el 97 % de los casos mientras que en los TCS la 
detección es mayoritariamente extracelular ya que en un 73 % de los casos el 
dominio sensor de la HK está asociado a la membrana (Ulrich et al., 2005). En 
procariotas, algunos RRs transcripcionales mantienen su arquitectura pero han 
perdido los residuos implicados en el proceso de fosforilación/activación, por lo 
que se ha denominado sistemas PIARR o reguladores de la respuesta activados 
independientemente de la fosforilación. Este es el caso del RR transcripcional 
NblR de la cianobacteria Synechococcus elongatus PCC 7942 cuya activación es 
independiente de la fosforilación (Ruiz, D et al. aceptado en Microbiol.).   
A continuación se describe brevemente el conocimiento existente sobre 
cada uno de los dominios que conforman tanto la HK como el RR.  
 
Dominios que conforman la HK 
1.3.1. Dominio sensor de la HK  
 
La mayoría de las HKs contienen un dominio N-terminal sensor que 
generalmente es periplásmico, extracelular, y que varía altamente en tamaño, 
secuencia, composición y disposición (Mascher et al., 2006). Estas 
características reflejan las diferentes formas en la percepción de estímulos y su 
transducción al dominio C-terminal, aunque no reflejan necesariamente una 
relación filogenética entre quinasas. El dominio periplásmico contiene en 
general entre 50 y 300 residuos y está unido a la región transmembrana. Hasta el 
momento, se ha determinado la estructura tridimensional de los dominios 
periplásmicos de las HKs ortodoxas; CitA (Reinelt et al., 2003) y DcuS 
(Pappalardo et al., 2003) mediante difracción de rayos X, de PhoQ (Cho et al., 
2006) mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y de la HK híbrida LuxQ 
(Neiditch et al., 2005) mediante rayos X (Anexo I. Tabla 15). A pesar de la baja 
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homología de secuencia y la diferencia en los estímulos que responden, tanto 
CitA como DcuS, PhoQ y LuxQ contienen dominios PAS (PF00989) en la 
región periplásmica.  
Recientemente, mediante alineamientos de secuencia se han identificado 
nuevos tipos de dominios sensores periplásmicos, tales como CACHE y 
CHASE, implicados en la unión de moléculas pequeñas, y el dominio Reg_prop, 
relacionado con el metabolismo de polisacáridos complejos. Sin embargo, 
probablemente quedan todavía muchos dominios periplásmicos por identificar, 
lo que demuestra que el conocimiento de la detección de la señal mediado por 
las HKs es limitado.  
1.3.2. Región citoplasmática de las HKs  
 
La región citoplasmática de las HKs tiene un tamaño variable, pero consta 
al menos de unos 350 aminoácidos que comprenden los dominios catalíticos 
DHp y CA. Muchas HKs contienen un dominio de unos 50 residuos llamado 
HAMP (Inouye, 2006) localizado inmediatamente después de la región 
transmembrana. Este dominio actúa como región conectora entre la segunda 
hélice transmembrana y el comienzo del dominio DHp en la región 
citoplasmática. Recientemente se ha postulado que HAMP está directamente 
relacionado con la transducción de la señal desde el dominio periplásmico hasta 
el dominio citoplasmático (Inouye, 2006). 
Las HKs muestran una composición homogénea de subdominios con 
grupos de residuos altamente conservados que juegan un papel importante en la 
unión de ligando, en la catálisis y/o la estructura, formando huellas 
características denominadas cajas H, N, D, G2 y F en base a residuos 
conservados. Las cuatro primeras cajas fueron definidas por Stock y col. en 1989 
y la caja F se hizo evidente al realizar alineamiento de varias HKs. La caja H se 
encuentra en el dominio DHp y su nombre deriva de la His fosforilable. El resto 
de cajas se encuentran en el dominio CA (Parkinson and Kofoid, 1992). 
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A continuación se resumen los conocimientos sobre los dominios HAMP, 
DHp y CA y sobre otros dominios de presencia variable en las HKs.  
 
I) Dominio conector HAMP 
 
El dominio HAMP (clasificación Pfam; PF00872) (Aravind and Ponting, 
1999) recibe su nombre porque se encuentra en HKs, adenilato ciclasa, proteínas 
de quimiotaxis aceptoras de metilo y –fosfatasas- (phosphatases). Según la base 
de datos SMART, más de una quinta parte de las HKs y dos tercios de los 
receptores de quimiotaxis contiene dominios HAMP.  
El dominio HAMP se identificó en HKs al utilizar programas de predicción 
de motivos hélice enrollada como NEWCOILS, PAIRCOIL o LEARNCOIL 
(Singh et al., 1998), y permitió predecir que este dominio estaba formado por 
dos hélices anfipáticas con estructura de hélice enrollada que constaba 
aproximadamente de unos 50 residuos. En los motivos de hélice enrollada, las 
hélices presentan secuencias de aminoácidos que muestran un patrón de 
repetición de siete residuos cuyas posiciones se nombran desde la letra “a” hasta 
la “g” y donde los residuos hidrofóbicos ocupan las posiciones a y d (Walshaw 
et al., 2001) (Figura 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Representación esquemática de un motivo de hélice enrollada canónica. 
Esquema en forma de rueda helicoidal donde se muestra las posiciones relativas de los 
siete residuos que forman el patrón de repetición (H=hidrofóbico, P=Polar) en un motivo 
de hélice enrollada formado por dos hélices paralelas.  
b
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Recientemente, se ha resuelto por técnicas de RMN la primera estructura 
completa de un dominio HAMP correspondiente a la arqueobacteria 
Archaeoglobus fulgidus (A. fulgidus) (Hulko et al., 2006) donde se observa que 
las dos hélices anfipáticas dimerizan formando un haz de cuatro hélices paralelas 
(Figura 5). La geometría que presenta el dominio HAMP resuelto por RMN 
muestra un empaquetamiento de hélice enrollada diferente al canónico de botón 
en ojal, que se ha denominado botón en botón o complementario x-da. El 
empaquetamiento de botón en ojal consiste en que la cadena lateral de un 
residuo en una hélice (botón) queda rodeado por las cadenas laterales de los 
residuos de la hélice que tiene enfrente (ojal) (Figura 5). El complementario x-da 
consiste en capas alternativas de forma que las cadenas laterales de residuos 
hidrofóbicos están dirigidas hacia el eje central del motivo de hélice enrollada en 
una capa y dirigidas hacia los lados en la siguiente capa formando un anillo de 
cadenas laterales que encierra una cavidad central. Una mera rotación de 26º, 
que estaría relacionada con la transducción de la señal, permite interconvertir las 
dos formas de empaquetamiento (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Representación esquemática del dominio HAMP de A. fulgidus. Esquema 
en rueda helicoidal del empaquetamiento complementario x-da (izquierda) versus el 
empaquetamiento botón en ojal (derecha). Los dos empaquetamientos se pueden 
interconvertir mediante una rotación de 26º de las hélices en direcciones opuestas. 
Figura tomada de (Hulko et al., 2006). 
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Por otra parte, la estructura del dominio citoplasmático completo de la HK 
TM0853 de Thermotoga maritima (T. maritima) (Marina et al., 2005) también 
muestra parte del dominio HAMP. En este caso sólo se observa una hélice en 
cada subunidad correspondiente a la segunda hélice del dominio HAMP, que se 
extiende hasta el comienzo del dominio DHp, y que forma el motivo de hélice 
enrollada con la hélice de la otra subunidad.  
 
II) Dominio DHp 
 
El dominio DHp está formado por dos largas (> 30 Å) hélices antiparalelas 
(α1 y α2) que se asocian en el dímero funcional con las hélices homólogas de la 
subunidad contraria (α1* y α2*) formando así un haz de cuatro hélices con 
simetría binaria a lo largo del eje helicoidal (Figura 6). Hoy en día, se conocen 
las estructuras del dominio DHp de la HK EnvZ de E. coli resuelta por RMN 
(Tomomori et al., 1999) y del dominio DHp de la HK TM0853 de T. maritima 
(Marina et al., 2005) resuelto por rayos X. 
En el dominio DHp, las hélices anfipáticas se empaquetan una contra la 
otra para formar un núcleo hidrofóbico que ocupa casi un 90% de la superficie 
enterrada del haz de cuatro hélices. Las mayores diferencias entre el dominio 
DHp de EnvZ y TM0853 están relacionadas con el ángulo de giro entre α1-α2 y 
α1*-α2* en el haz de cuatro hélices, siendo de 25º para TM0853 y 10º para 
EnvZ. Además, las conexiones entre las hélices α1 y α2 están intercambiadas de 
forma que α1 y α2 en TM0853 se corresponden con α1 y α2* en EnZ, 
respectivamente (Figura 6).  
Los residuos de α1 están altamente conservados mientras que los residuos 
de α2 presentan una menor identidad de secuencia respecto a otras HKs (Figura 
7). La conexión entre α1 y α2 es variable en secuencia y longitud conteniendo 
aproximadamente entre cinco y ocho residuos. En α1 se encuentra la caja H que 
contiene la His conservada susceptible de ser fosforilada y una zona de baja 
conservación en la parte final de α2 denominada región X.  
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Figura 6. Estructura del dominio DHp de las HKs EnvZ y TM0853. Representación de 
la estructura secundaria del dominio DHp, de EnvZ (PDB:1JOY) en la izquierda y 
TM0853 (PDB:2C2A) en el medio, formado por dos subunidades conteniendo cada una 
de ellas las hélices α1 y α2:α1* y α2*. Ambas estructuras están superpuestas pero 
representadas por separado para mayor claridad. En EnvZ las subunidades están en 
verde claro:verde oscuro y en TM0853-CD están en magenta:rosa. La His fosforilable se 
encuentra en el centro de α1 y α1* (color cian). En la derecha se representa la 
superposición de ambos dominios DHp (EnvZ y TM0853-CD) y se muestra la diferente 
conexión del lazo conector α1-α2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Alineamiento de secuencia del dominio DHp de EnvZ y TM0853 y 
secuencia consenso para el dominio DHp. Se representa el dominio DHp de EnvZ 
(233-290) (verde) y TM0853 (250-318) (magenta) con la secuencia consenso del dominio 
DHp en HKs en un 80 %, 65 % y 50 % (tomada de la herramienta SMART, dominio 
HisKA). En rojo se resalta la His fosforilable conservada. El significado de las 
abreviaturas utilizadas en la secuencias consenso se corresponde con: (o) = alcohol, (l) = 
alifáticos, (.) = cualquier aminoácido, (a) = aromático, (c) = cargado, (b) = hidrofóbico, (-) 
= cargado negativamente, (p) = polar, (+) = cargado positivamente, (s) = pequeño, (u) = 
diminuto y (t) = conformación tipo giro.  
 
TM0853      250    MKTEFIANISHELRTPLTAIKAYAETIYNSLGELDLST  
EnvZ        233    DRTLLMAGVSHDLRTPLTRIRLATEMMSEQD-------  
CONSENSO/80%       .htphhs.hsH-l+sPlssl.h.hphh.t......... 
CONSENSO/65%       tppphhusluHElRsPLsslhshhphltp...thsttp 
CONSENSO/50%       pcscalAsloHELRTPLsuIpuhsclLpc..sshsscp 
 
 
TM0853             LKEFLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSRLERK    318  
EnvZ               -GYLAESINKDIEECNAIIEQFIDYL---RT    290   
CONSENSO/80%       .t.hp.h.pp.pp.h.tllpphh.hsp.pt. 
CONSENSO/65%       pphlptltppspp.htpllpslLphu+hptt 
CONSENSO/50%       pchlcslpcssc+.lppLls-lLclu+h-ss 
α1 conexión
α2
α1
α1*
α2*
α2
α1
α2
α2*
α1*
α1
α2
α1*
α2*
H243 H243
α1 α1*
α2 α2*
H260 H260
TM0853-CD
DHp
Superposición
TM0853-CD y EnvZ
EnvZ
DHp
Lazo conector α1-α2 
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III) Dominio CA 
 
Se conoce la estructura del dominio CA ya que se han resuelto varias 
estructuras de dicho dominio tanto por RMN, en el caso de EnvZ (Tanaka et al., 
1998), como por rayos X, para las HKs PhoQ (Marina et al., 2001) y NtrB (Song 
et al., 2004) de E. coli, CheA de T. maritima (Bilwes et al., 1999) y PrrB de 
Mycobacterium tuberculosis (Nowak et al., 2006). También se ha resuelto la 
estructura de la porción citoplasmática completa de la HK TM0853 de T. 
maritima (Marina et al., 2005) que contiene el dominio CA (Anexo I. Tabla 15). 
El domino CA (PF02518) presenta un plegamiento sándwich α/β, con 5 
láminas β y 3 hélices α con una conexión única a izquierdas βαβ (Figura 8). 
Este plegamiento difiere del plegamiento al del dominio de unión de nucleótido 
de las Ser/Thr/Tyr quinasas y refleja un origen evolutivo distinto que no está 
asociado a sus diferencias en la catálisis, ya que existen homólogos de HKs que 
se fosforilan en residuos de Ser (Stock et al., 2000). Este dominio presenta 
homología estructural con los dominios de unión a nucleótido de las ATPasas de 
la familia GHL (DNA girasaB, MutL y Hsp90) (Mizuno, 1997).  
La HKs comparten con la familia GHL cuatro motivos conservados (I, II, 
III, IV) esenciales para la unión del ATP. Tres de estos motivos (I, II, IV) 
forman la base del bolsillo de unión del ATP, mientras que el motivo III forma 
la base de la tapadera flexible que encierra el ATP, un lazo inusualmente largo 
llamado tapadera del ATP. En 1997 Bergerat y col. propusieron que los motivos 
I, II, IV definían un nuevo plegamiento para la unión del ATP, denominado por 
ello “Bergerat fold”. En las HKs, el motivo I corresponde a la caja N localizada 
en α4 (la numeración de las α hélices se realiza para el dominio citoplasmático 
completo ortodoxo donde α1 y α2 se corresponderían con las hélices del 
dominio DHp), una asparagina conservada que coordina el ión de magnesio 
necesario para la catálisis. Los motivos II y III corresponden a las cajas D y G2, 
donde la caja D está formada por un residuo de ácido aspártico conservado que 
confiere la especificidad al interaccionar directamente con el anillo de adenina 
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del ATP mediante un puente de hidrógeno. La caja G2 está formada por residuos 
de glicina conservados que actúan como bisagras de la tapadera del ATP, 
confiriéndole flexibilidad. El motivo IV, denominado caja G3 no es muy 
frecuente en las HKs y está representado por una glicina y una treonina o serina 
en el lazo después de β4 que permite mantener la integridad estructural del sitio 
de unión del ATP (Dutta and Inouye, 2000).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estructura secundaria del dominio CA de la HK PhoQ y características 
estructurales del dominio de unión a ATP (CA) en una HK ortodoxa. En A se 
muestra la estructura secundaria del dominio CA de PhoQ (PDB: 1ID0) en presencia de 
ATP. El dominio CA está formado por cinco láminas β y tres hélices α. En B se muestra 
el esquema de la estructura secundaria del dominio CA. Las hélices α se muestran como 
cilindros y las láminas β como flechas nombrándose del mismo modo que en la 
estructura de PhoQ. En el esquema se señalan los motivos estructurales del Bergerat 
fold (cajas N, D, G y F).   
 
β4
α5
β5
β3β2
β1
α3 α4
ATP
PhoQ_CA
A
β4
α5
β5β3β2β1 α3 α4
N
N
C
ATP-lid
D
G2
F
I
II
III
IVG3
B
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Las variaciones más importantes halladas entre las proteínas pertenecientes 
a la familia GHKL se encuentran en la conformación y composición de la 
tapadera del ATP. El dominio CA de las HKs además de presentar las cajas 
citadas anteriormente, incluye la caja F, denominada así porque contiene un 
residuo de fenilalanina conservado que se encuentra en la tapadera del ATP 
afianzando la base del lazo.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Alineamiento estructural del dominio de unión a ATP (CA) de la HK PhoQ 
con la secuencia consenso de las HKs. Alineamiento del dominio CA de PhoQ (300-
477) con la secuencia consenso del dominio CA de las HKs en un 80 %, 65 % y 50 % 
(tomada de la herramienta SMART, dominio HATPase_c). Cada uno de los motivos o 
cajas se han resaltado como caja N en amarillo (motivo I), caja D y G1 en violeta (motivo 
II), caja F en azul, caja G2 en verde (motivo III) y caja G3 en gris (motivo IV). Significado 
de abreviaturas de la secuencia consenso, ver Figura 7. 
 
Las estructuras conocidas de los dominios CA presentan sus mayores 
variaciones estructurales en la tapadera del ATP, muy flexible, que no se ha 
observado en ninguna de las estructuras resueltas en ausencia de nucleótido 
(NtrB, PrrB, CheA) o en presencia del nucleótido difosfato (TM0853 y CheA). 
N
D G1
G2
F
G3
PhoQ               VSDAEPVMLEQISRISQQIGYYLHRASM-RGGTLLSRE    336  
CONSENSO/80%       .t.hp.h.pp.pp.h.tllpphh.hsp.pt........ 
CONSENSO/65%       pphlptltppspp.htpllpslLphu+hptt....... 
CONSENSO/50%       pchlcslpcssc+.lppLls-lLclu+h-ss....... 
PhoQ               LHPVAPLLDNLTSALNKVYQRKGVNISLDI-SP-EISF    372 
CONSENSO/80%       ...................................... 
CONSENSO/65%       ...................................... 
CONSENSO/50%       ...................................... 
PhoQ               VGEQNDFVEVMGNVLDNACKYC-----LEFVEISARQT    405 
CONSENSO/80%       .ht...l.phl.phltNuhchs.t......ltltht.. 
CONSENSO/65%       .sstttltpllhNllsNAlchs.t...tsplplphptt 
CONSENSO/50%       .sDsspLppllpNLlsNAl+asss...suplplslppp 
PhoQ               DEHLYIVVEDDGPGIPLSKREVIFDRGQRVDTLR----    439 
CONSENSO/80%       ...h.ltltDsG.Gls......hht.h.p.t....... 
CONSENSO/65%       ttthhlplpDsGhGls...htplFp.hhphp.....th 
CONSENSO/50%       ssplplsVpDsGsGIss.phsplFcsahpsc..ttppt 
      
      
PhoQ               PGQGVGLAVAREITEQYEGKIVAGESMLGGARMEVIFGRQH 477 
CONSENSO/80%       ts.GlGl.lspthhp.htupl.htst..tGs.h.h.h.... 
CONSENSO/65%       sGpGlGLslspplspthsGplphpsp.stGophplplsht. 
CONSENSO/50%       uGsGLGLuls+pllcphuGclplpop.spGTsFplplPhst 
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Tan sólo en aquellas estructuras donde se encuentra el nucleótido trifosfato 
presente (CheA y PhoQ), la tapadera del ATP pudo ser observado, lo cual es 
indicativo de que la presencia del fosfato γ es precisa para la estabilización de 
dicho lazo. 
 
IV) Dominio de fosfotransferencia HPt  
 
En los sistemas de fosfotransferencia existen otros dominios de naturaleza 
monomérica llamados HPt (PF01627) con una reminiscente, pero baja, 
homología estructural con el dominio DHp (Kato et al., 1997). Su estructura 
básica consta de cuatro hélices que provienen de una sola cadena polipeptídica y 
que se disponen de forma antiparalela (arriba-abajo-arriba-abajo) (Figura 10) 
imitando a las cuatro hélices del dominio DHp.  
Figura 10. Estructura tridimensional del dominio HPt de YPD1 de S. cerevisiae 
(PDB:1QSQ). El dominio HPt está formado por una sola cadena polipeptídica que forma 
cuatro hélices α (α1 en amarillo, α2 en verde, α3 en azul y α4 en rojo) emulando al 
dominio DHp. Figura tomada de (Xu et al., 2003). 
 
α1
α2
HPt-Ypd1
α3
α4
His64
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El dominio HPt desempeña un papel de conexión con otros dominios, ya 
que se fosforila en un residuo de His y transfiere el grupo fosforilo a otros 
residuos, aunque carece de actividad quinasa y fosfatasa.  
Hasta el momento, se han determinado las estructuras de la 
fosfotransferasa YPD1 (Song et al., 1999) de S. cerevisiae implicada en 
osmoregulación, de la HK híbrida ArcB (Kato et al., 1999) de E. coli y del 
dominio P1 (Mourey et al., 2001) de la HK CheA de Salmonella typhimurium 
implicada en quimiotaxis. Los dominios HPt de plantas presentan una baja 
identidad de secuencia con los dominios HPt de procariotas siendo difícil hacer 
extrapolaciones funcionales para este dominio. Prueba de ello, es la reciente 
estructura del dominio HPt de la proteína ZmHP2 (Sugawara et al., 2005) de 
maíz, que demuestra diferencias estructurales importantes en el sitio activo cerca 
de la His fosforilable. 
 
Dominios que conforman el RR 
1.3.3. Dominio aceptor del RR 
 
El dominio N-terminal de los RR está muy conservado y se conoce como 
dominio aceptor o receptor (PF00072). Contiene aproximadamente 100 residuos 
y presenta un plegamiento único (α/β) con un núcleo central de 5 láminas β 
paralelas rodeadas por 5 hélices α (Figura 11), colocándose 3 α hélices en una 
cara de la hoja β y las dos α hélices restantes en la otra. El centro catalítico está 
formado por un bolsillo acídico muy conservado circundado por los lazos que 
conectan los extremos C-terminal de las láminas β con las hélices α y que se 
denominan Lβα1 (conexión β1-α1), Lβα2 (conexión β2-α2), Lβα3 (conexión β3-
α3), Lβα4 (conexión β4-α4) y Lβα5 (conexión β5-α5). Este bolsillo incluye el 
Asp fosforilable que se encuentra expuesto al solvente en Lβα3 y otros dos 
residuos de Asp que se encuentran adyacentes al residuo catalítico en Lβα1 y 
que están implicados en la coordinación del ión Mg2+. El grupo de residuos 
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altamente conservados que rodea el centro activo se completa con una Thr o Ser 
en Lβα4 que no están directamente relacionados con la catálisis pero que han 
demostrado ser clave en los cambios conformacionales inducidos por la 
fosforilación (Djordjevic and Stock, 1998).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Características estructurales del dominio aceptor basado en la 
estructura tridimensional de CheY y secuencia consenso para el dominio aceptor. 
En A se representa la estructura tridimensional de CheY (PDB:1CHN) que está formado 
por 5 láminas β rodeadas por tres hélices α por un lado y por dos por el lado opuesto. 
También se representan los lazos de las conexiones β→α y el Asp57 fosforilable. En B 
se representan el esquema de de la estructura secundaria del dominio efector 
ejemplificado en CheY. Las láminas β se representan como flecha y las hélices α como 
cilindro. Se muestra el bolsillo acídico formado por tres residuos de aspártico 
correspondientes a los dos Asp que quelan el magnesio y al Asp fosforilabe y el residuo 
de Lys que juega un papel importante en la catálisis. En C se representa el alineamiento 
del dominio aceptor de CheY (1-124) (azul) con la secuencia consenso del dominio 
aceptor en los RRs en un 80 %, 65 % y 50 % resaltando los residuos catalíticos 
importantes. Significado de las abreviaturas ver Figura 7. 
 
N
D
D
D K
Bolsillo
acídico
C
β2
α1 α2 α3 α4α5
β1 β3 β4 β5
Lβα2
Lβα1
Lβα3 Lβα4 Lβα5
CheY
β1
α1
β2
α2
β3
α3
β4
α4
β5
α5
Lβα1
Lβα2
Lβα3Lβα4
Lβα5
D57
A B
C
CheY         9  LKFLVVDDFSTMRRIVRNLLKELGFNNVEEAEDGVDALNKLQA-GGYGFVI  55  
CONSENSO/80%    .pllll-Dp...hthht.hhtt.th..h..stss.tshthh.t....slll 
CONSENSO/65%    hplLll-Dp.hhtphlp.hLpptsht.lttspsutpulphhpp....Dlll 
CONSENSO/50%    h+lLlVDDc.slpchlpphLpppGap.VssAssGpcAlctlppt..sDLll 
 
CheY            SDWNMPNMDGLELLKTIRADGAMSALPVLMVTAEAKKENIIAAAQAGASGY  106 
CONSENSO/80%    hDh.hP.hsGhphhp.lpt.....th.llhhos.st...h.tshphGs.sa 
CONSENSO/65%    hDlthP.hsGhphhppl+p.....phsllhloutsp.tthhpuhphGussa 
CONSENSO/50%    lDlpMPthcGl-lscclRpp...sssPllhLTApsspsstlculcsGAsDY 
 
CheY            VVKPFTAAKLNKIF                                       124            
CONSENSO/80%    l.Ksht.ttlhttl 
CONSENSO/65%    lsKPhs.pcLhttl 
CONSENSO/50%    lsKPashc-Llspl
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En Lβα5, una Lys conservada ha demostrado estar relacionada 
directamente con el mantenimiento de la química del bolsillo acídico e 
indirectamente con los cambios conformacionales que se suceden. Existe 
también en Lβα5 otro residuo conservado de Tyr o Phe clave en la transición de 
la forma activa a la inactiva del RR permitiendo las interacciones posteriores con 
ADN u otras proteínas. 
El RR más estudiado y cuya estructura ha servido como modelo 
representativo de los dominios aceptores, es la proteína CheY (Usher et al., 
1998) (Figura 11). Ésta carece de dominio efector y modula el movimiento del 
flagelo en la regulación por quimiotaxis. Posteriormente se han resuelto 
numerosas estructuras de RRs tanto en la conformación activa como inactiva, en 
forma truncada o completa incluyendo el dominio efector.  
1.3.4. Dominio efector del RR 
 
El dominio C-terminal de los RR se denomina dominio efector y aunque 
son muy diversos, de forma mayoritaria son dominios de unión a ADN por lo 
que activan o reprimen la trascripción de genes específicos. El mecanismo de 
regulación y la disposición en la unión al ADN, así como las secuencias de ADN 
que reconocen, difieren de un RR a otro. Los dominios efectores de unión a 
ADN presentan diferentes tipos de plegamiento siendo los más comunes los del 
tipo hélice-vuelta-hélice (HTH) (PF08279) y hélice alada (wHTH) (PF00486). 
En otros casos, el dominio efector es un dominio metilesterasa clásico, como por 
ejemplo el de CheB (Bunn and Ordal, 2004). Hasta el momento, se han 
determinado las estructuras de los dominios efectores de los RRs VicRc de 
Enterococcus faecalis, OmpR (Kondo et al., 1997), NarL (Maris et al., 2005), 
PhoB de E. coli, Spo0A de B. subtilis y CheB de S. typhimurium, DrrD de T. 
maritima, NtrC de S. typhimurium y FixJ de Sinorhizobium melilot.    
La gran diversidad existente de RRs plantea la cuestión central de cómo un 
dominio aceptor conservado controla la actividad de un dominio efector tan 
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variable estructural y funcionalmente. Una respuesta simple podría ser que los 
dominios aceptores existen en las dos formas activa e inactiva generando en 
cada caso superficies moleculares diferentes que son utilizadas para regular 
mediante interacciones proteína-proteína (Gao et al., 2007) el dominio efector al 
que se encuentra fusionado. 
1.4. Clasificación de las HKs 
 
La superfamilia de HKs se ha clasificado en base a su dominio catalítico 
intracelular ya que esta altamente conservado. La clasificación más detallada se 
basa en las cajas H-, X-, N-, D-, F- y G. Así pues, mediante alineamiento de 
secuencia y comprobando la variabilidad en estas cajas, Grebe and Stock 
agrupan las HKs en once subfamilias (Grebe and Stock, 1999).  
Por otra parte, las HKs se clasifican también según la organización de sus 
dominios (Figura 12), es decir, según la posición del dominio DHp que contiene 
a la His conservada respecto a la posición del dominio CA (Dutta et al., 1999) 
distinguiéndose la clase I y clase II.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Representación esquemática de las HKs clase I y II. En las de clase I, la 
His conservada (H) de la caja H del dominio DHp es el primer sitio de fosforilación y se 
encuentra unido directamente a las cajas de CA. Lo dos últimos dominios se encuentran 
en las HKs híbridas. En las de clase II, la caja H dista de las cajas de CA debido a la 
inserción de distintos dominios; S dominio de unión de sustrato, D dominio de 
dimerización. 
 
La clase I, ejemplificada por la HK EnvZ, tiene el dominio que contiene a 
la caja H directamente conectado a la región CA, la cual contiene las otras cuatro 
DH
Clase II
H DD  F G2
HPt S
Clase I
N
DHp CA RR
RR
Sensor
DD  F G2N
D CA RR
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cajas (N, F, D y G2). Sin embargo, en la clase II, representada por la HK CheA, 
el dominio que contiene la caja H se encuentra localizado en un dominio distante 
del dominio CA, debido a la inserción de otros dominios entre ellos.  
Las clasificaciones están basadas principalmente en comparaciones de 
secuencia y de dominios, olvidando las características funcionales del proceso de 
transducción de la señal. Recientemente, Mascher y col. han publicado una 
clasificación (Mascher et al., 2006) de HKs basada no solamente en 
alineamiento de secuencias sino que también hace referencia a la función y a la 
identificación del dominio periplásmico, las hélices transmembrana (TM) y la 
predicción de su disposición topológica. Así pues, mayoritariamente las HKs 
pueden clasificarse en tres grupos según la arquitectura de su dominio sensor, es 
decir, topología de membrana, número de TMs y disposición secuencial del 
dominio sensor: 
 
A) HKs con dominio sensor periplásmico o extracelular que contiene al menos 
dos hélices TM. Estas HKs contienen el dominio quinasa localizado en el 
citoplasma y por ello es necesaria la región transmembrana para la 
transducción de la señal. Este tipo de topología es típica de HKs 
relacionadas con detección de nutrientes y solutos. 
B) HKs con mecanismos sensores asociados a hélices densamente 
empaquetadas en la membrana. En este grupo, las HKs contienen desde dos 
a veinte regiones transmembrana unidas por conectores extra e 
intracelulares, careciendo de dominio periplásmico. El tipo de estímulo que 
detectan es turgencia o estrés mecanico. 
C) HKs citoplasmáticas solubles o ancladas a la membrana con dominio 
sensor en el citoplasma. Este tipo de HKs detectan la presencia de solutos 
citoplasmáticos o de proteínas implicadas en la señalización del estado 
metabólico o de crecimiento celular.  
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1.5. Clasificación de los RRs 
 
La clasificación de los RRs se realiza principalmente según la arquitectura 
del dominio efector, ya que el dominio aceptor es una unidad estructural 
compacta con un plegamiento autónomo que se ha mantenido evolutivamente 
estable con una alta conservación de secuencia. Los dominios aceptores se 
pueden asociar a dominios efectores que si han demostrado ser estructural y 
secuencialmente variables. Por ello, la clasificación se realiza según la 
arquitectura y estructura de los dominios que los constituyen (Galperin, 2006; 
Gao et al., 2007): 
 
1)   RR con dominio aceptor autónomo. Estos RRs no contienen dominio efector 
y representan un 14 % del total de RRs. Este es el caso de CheY y Spo0F.   
2)   RR con dominio efector de unión a ADN. Este grupo, que representa el 65 % 
de los RRs, presenta un dominio efector de unión a ADN del tipo HTH 
similar a NarL o del tipo HTH alada similar a OmpR. Estos dominios están 
muy estudiados y gracias a sus estructuras tridimensionales se sabe que se 
unen en el surco mayor del ADN de doble cadena.  
3)   RR con otros dominios efectores. Representan un 21 % del total de RRs 
pudiendo incluir: 
a) RR con dominios efectores enzimáticos. La primera vez que se reconoció 
un dominio enzimático en un RR fue al secuenciar CheB que contiene 
dominio metilesterasa (PF01339). Posteriormente, se han encontrado otros 
dominios enzimáticos con actividad diguanilato ciclasa (GGDEF; PF00990) 
y actividad específica c-di-GMP-fosfodiesterasa (EAL; PF00563).  
b) RR con dominios de unión a proteínas. Este es el caso del dominio tipo 
CheW (PF01584), el cual se caracterizó a partir del RR CheW que 
interacciona con la HK CheA y los receptores de quimiotaxis MCPs 
transmitiendo señales a CheY.  
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c) RR con dominios efectores de unión a ARN. El dominio de unión a 
ARN que se ha encontrado habitualmente en bacterias es ANTAR 
(PF03861) y está implicado en la antiterminación de la transcripción en 
bacterias.  
1.6. Mecanismo enzimático  
 
En un TCS paradigmático, un estímulo modula la autofosforilación de residuo 
de histidina conservado y específico de una HK, siendo posteriormente este mismo 
grupo fosforilo transferido al aspartato conservado y específico del correspondiente 
RR. Esta modificación altera las propiedades transcripcionales, enzimáticas o 
mecanísticas de este último componente. La transducción de señal en un sistema 
básico de dos componentes incluye tres reacciones (Stock et al., 2000) siendo dos 
de ellas reversibles, como se muestra a continuación (Figura 13): 
 
1. Reacción de autofosforilación: HK-His + ATP ↔ HK-His~P + ADP.  
La llegada de un estímulo a la HK, induce la fosforilación en el residuo de His 
conservado utilizando una molécula de ATP. 
 
2. Reacción de fosfotransferencia: HK-His~P + RR-Asp ↔ HK-His + RR-
Asp~P.  
El grupo fosforilo es transferido desde la His al residuo de Asp conservado del 
dominio aceptor del correspondiente RR. 
  
3. Reacción de defosforilación: RR-Asp~P + H20 → RR-Asp + Pi.  
El RR pierde el grupo fosforilo espontáneamente o mediante catálisis por la HK. 
 
 
 
 
 
Figura 13. Representación esquemática del mecanismo enzimático del TCS 
paradigmático EvZ:OmpR. Las flechas indican la transferencia del fosforilo. 
ATPHis
P
Asp
P
HK RR
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El mecanismo enzimático de un sistema de fosfotransferencia His-Asp-His-
Asp (Figura 14) consta al menos de cinco reacciones de transferencia del grupo 
fosforilo.  
 
1. Reacción de autofosforilación :   
HK-HisI + ATP ↔ HK-HisI~P + ADP 
2. Primera reacción de fosfotransferencia:  
HK-HisI~P + RR-AspI ↔ HK-HisI + RR-AspI~P 
3. Segunda reacción de fosfotransferencia:  
RR-AspI~P + HPt-HisII ↔ RR-AspI + HPt-HisII~P 
4. Tercera reacción de fosfotransferencia:  
HPt-HisII~P + RR-AspII ↔ HPt-HisII + RR-AspII~P 
5. Reacción de defosforilación:  
RR-AspII~P + H2O ↔ RR-AspII + Pi 
 
 
 
 
 
Figura 14. Representación esquemática del mecanismo enzimático del sistema de 
fosfotransferencia ArcB/ArcA. Las flechas indican la transferencia del fosforilo. 
 
En los sistemas de fosfotransferencia, el grupo fosforilo pasa de un residuo 
a otro y no hay amplificación de señales como en Ser/Thr o Tyr quinasas. Sin 
embargo, los sistemas de fosfotransferencia pueden encontrarse integrados con 
las cascadas de señalización MAPK como en el caso de SLN1/YPD1/SSK1, 
donde un cambio en la osmolaridad se transduce en la fosforilación del RR 
SSK1, que modula posteriormente la cascada HOG1 MAPK en el citosol para 
controlar la expresión génica (Wurgler-Murphy and Saito, 1997). En algunos 
casos, los sistemas de fosfotransferencia integran múltiples señales, 
favoreciendo la reacción cruzada entre múltiples rutas de señalización, como ya 
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se ha propuesto en el sistema Kin-Spo0 de B. subtilis. Sin embargo, en otros 
casos, dicha reacción cruzada no es deseable, de manera que los sistemas de 
fosfotransferencia actúan como puntos de control en la cascada de señalización 
al integrar proteínas adyacentes con capacidad de defosforilar a las proteínas de 
la cascada (Appleby et al., 1996). 
1.6.1. Autofosforilación de la HK 
 
Las HKs catalizan la transferencia del fostato γ del ATP a un residuo 
aceptor al igual que las Ser/Thr/Tyr quinasas. La fosforilación en Ser/Thr/Tyr 
quinasas genera fosfoésteres (P-O), mientras que en las HKs el grupo fosforilo 
se une al nitrógeno del grupo imidazol formando un enlace fosforamidato (P-N). 
La fosforilación de la His se puede producir tanto en el nitrógeno 1 como en el 3 
del anillo de imidazol. Sin embargo, en las HKs caracterizadas hasta el momento 
se ha observado fosforilación exclusivamente en la posición 3 del imidazol 
(Figura 15). La estabilidad química del enlace fosforamidato es un elemento 
clave en la función biológica ya que termodinámicamente la energía libre que se 
desprende en la hidrólisis del enlace P-N (AGº = -12 a -14 Kcal/mol) es mayor 
que la del enlace P-O (AGº = -6.5 a 9.5 Kcal/mol) (Attwood et al., 2007). El 
enlace P-N de alta energía es adecuado para la transferencia del grupo fosforilo a 
otras moléculas (Attwood et al., 2007). Por ello, también se forman intermedios 
fosfo-His en enzimas tales como succinil-CoA sintetasa del ciclo de Krebs, 
piruvato fosfato diquinasa del ciclo de las pentosas fosfato, nucleósido difosfato 
quinasa (NDPK), un enzima ubicuo que cataliza la interconversión de 
nucleósido difosfatos y trifosfatos mediante un intermedio fosfohistidil y los 
enzimas EI y EII del sistema de fosfotransferasa del azúcar de fosfoenolpiruvato 
(Stock et al., 2000). Debido a la alta energía del enlace fosforamidato, el 
equilibrio de la reacción de autofosforilación en HKs favorece a la proteína 
defosforilada, por lo que la reacción se da debido al elevado cociente ATP/ADP 
(10:1) intracelular (Egger et al., 1997).  
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Figura 15. Representación del residuo de histidina fosforilado en la posición 1 y 3.  
 
La estabilidad cinética de las fosfohistidinas en condiciones acídas y 
básicas también difiere de la de los fosfoesteres. La fosfohistidina es estable a 
pH básico pero lábil a pH ácido, mientras que los otros fosfoésteres son estables 
a pH ácido. El hecho de que la fosfohistidina sea lábil a pH ácido ha 
enmascarado durante mucho tiempo su caracterización con respecto a otros 
fosfoaminácidos ya que la mayoría de las técnicas utilizadas para la detección de 
fosforilación de proteínas se realizaban en condiciones ácidas.  
Desde el punto de vista biológico, el hecho de que la fosforilación en 
residuos de His se utilice en sistemas de señalización celular tiene ciertas 
ventajas para las reacciones bioquímicas. La tendencia de la His~P de transferir 
su grupo fosforilo de alta energía a otras moléculas acompañado de las 
condiciones ligeramente acídicas en el entorno intracelular, permite que el 
enlace fosforamidato de naturaleza lábil actúe como un interruptor que encienda 
y apague la señalización.   
Las HKs en estado nativo actúan como homodímeros y es necesaria la 
unión del ligando ATP en el dominio CA para donar el grupo fosforilo a la His 
catalítica en el domino DHp. Esto implica que deben producirse cambios 
conformacionales que aproximen el dominio CA al dominio DHp. En este 
sentido, todos los estudios realizados hasta el momento han apoyado un 
mecanismo de autofosforilación trans-intramolecular donde el ATP unido al 
dominio CA de una subunidad fosforila a la histidina catalítica de la subunidad 
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contraria. En concreto, los primeros estudios realizados en membranas 
reconstituidas con la HK EnvZ demostraron que un mutante con el domino C-
terminal truncado se fosforilaba cuando se incubaba con otro mutante que 
carecía de la His catalítica (Yang and Inouye, 1991). Posteriormente, estudios 
realizados con células que expresaban la HK CheA demostraron que existía 
complementación intramolecular entre diferentes mutantes de CheA (Swanson et 
al., 1993; Tawa and Stewart, 1994). Los estudios con la HK NRII o NtrB han 
demostrado, mediante la formación de heterodímeros obtenidos a partir de la 
combinación de proteína nativa y mutante de la His catalítica o de un residuo 
implicado en la unión de ATP, que la autofosforilación se realiza mediante un 
mecanismo trans-intramolecular (Ninfa et al., 1993). Recientemente, nuevos 
estudios con EnvZ han corroborado la trans-autofosforilación mediante dos 
estrategias distintas (Cai and Inouye, 2003; Qin et al., 2000).  
1.6.2. Fosfotransferencia desde la HK al RR 
 
En general, las reacciones enzimáticas de transferencia del grupo fosforilo 
pueden producirse por transferencia directa del grupo fosforilo a un nucleófilo 
entrante o a través de la formación de un intermedio covalente. Un ejemplo de 
este último caso se da en las fosfotransferasas tales como alcalinfosfatasas, 
tirosinquinasas, nucleótido difosfato quinasa y P-ATPasas donde un nucleófilo 
enzimático forma un intermedio estable entre el fosforilo mientras que el grupo 
saliente es desplazado. Este intermedio es atacado por un nucleófilo entrante, 
que puede ser una molécula de agua como ocurre en el caso de la 
alcalinfosfatasa. Las fosfotransferasas utilizan gran variedad de nucleófilos 
enzimáticos como el grupo carboxilo del Asp (P-ATPasas), el grupo tiol de la 
Cys (tirosinfosfatasas), el grupo hidroxilo de la Ser (alcalinfosfatasas), y el 
grupo imidazol de la His (nucleosido difosfato quinasa) (Thompson and Cole, 
2001).  
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La reacción de fosfotransferencia en las HKs se puede producir a través 
del mecanismo de sustitución nucleófilica concertada SN2 (asociativa, reacción 
bimolecular) o por etapas SN1 (disociativa, reacción unimolecular), 
respectivamente. Como se muestra en la Figura 16, en el caso asociativo, el 
grupo fosforilo, el Asp del RR y la His se encuentran alineados en el estado de 
transición formando un complejo lineal pentavalente; de manera que el enlace 
que se esta formando Asp-P acompaña a la rotura del enlace His-P. En el caso 
disociativo, se producen dos etapas; la primera es lenta y la rotura del enlace 
fosforamidato provoca la formación de un intermedio metafosfato inestable que 
rápidamente forma enlace con el Asp del RR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Posibles mecanismos de transferencia de fosforilo en las HKs. En 1) se 
representa el mecanismo asociativo SN2  y en 2) el mecanismo disociativo SN1. 
 
El mecanismo de fosfotransferencia que utiliza cada enzima varía 
individualmente y en general, se asigna el mecanismo de fosfotransferencia 
asociativo o disociativo según la carga neta y las distancias entre dador y 
aceptor. En un mecanismo totalmente disociativo la carga neta es de -1 y la 
distancia entre dador y aceptor es alta, al menos la suma de los radios de Van der 
Waals de ambos átomos (≥3 Å). Un mecanismo totalmente asociativo requiere 
carga neta alta (-3) y distancias en el rango del enlace covalente (~1.7 Å) (Hutter 
2) mecanismo disociativo SN1
1) mecanismo asociativo SN2
Asp
O
O O
P
OO HisN
N
H
Asp O P
O
OO
N HisAsp O
O
P
OO HisN
N
H
1
2
3
1
2
3
1 2
3
Asp
O
O O
P
OO HisN
N
H
Asp P
O
OO
HisAsp O
O
P
OO HisN
N
H
1
2
3
1
2
3
Intermedio pentavalente
Metafosfato
                     Introducción 
 
                                               33
and Helms, 2000). Existen también estados intermedios donde el mecanismo 
puede ser parcialmente asociativo y parcialmente disociativo. En estos casos, las 
distancias His-N-Asp-O y las cargas que conforman el centro activo y pueden 
neutralizar el estado de transición son muy importantes para informar del 
mecanismo de fosfotransferencia e identificar su carácter asociativo o 
disociativo. 
 
Complejo fosfotransferasa Spo0B con el RR Spo0F 
 
Recientemente, se ha resuelto la estructura del complejo formado por la 
fosfotransferasa Spo0B y el RR Spo0F en complejo con trifluoruro de berilio 
(BeF3-) (Varughese et al., 2006) (Figura 17). Spo0B es una fosfotransferasa que 
interviene en el sistema de fosfotransferencia formado por la HK KinA y los 
RRs Spo0F y Spo0A. Spo0B contiene dos dominios estructuralmente similares 
al de las HKs, uno similar al DHp conteniendo una His fosforilable y otro 
reminiscente del CA pero sin capacidad de unión a ATP. Por lo tanto, Spo0B no 
es una verdadera HK al no poder autofosforilarse. Los datos estructurales y 
bioquímicos muestran que Spo0B es una fosfotransferasa rígida que acepta el 
grupo fosforilo del RR Spo0F fosforilado. Posteriormente, el grupo fosforilo es 
retirado de Spo0B por el RR final Spo0A. La resolución de la estructura 
Spo0B:Spo0F:BeF3- ha llevado a los autores a proponer un mecanismo de 
fosfotransferencia asociativo. En dicha estructura, la distancia entre el OD1 del 
Asp fosforilable en Spo0F y el N3 de la His en Spo0B es de 5,27 Å, de manera 
que los autores proponen que es una distancia insuficiente para acomodar el 
metafostato y que además la geometría del centro activo es energéticamente 
desfavorable para un mecanismo disociativo.  
En la reacción de fosfotransferencia, también hay que resaltar la 
importancia del átomo de magnesio. Tanto in vivo como in vitro se ha observado 
que esta reacción es dependiente de magnesio o manganeso en todos los 
sistemas de dos componentes (Stock et al., 1993). 
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Figura 17. Estructura tridimensional del complejo Spo0B:Spo0F (PDB:2FTK). En A 
se representa el dímero de la fosfotransferasa Spo0B que tiene coloreada una subunidad 
en rojo y otra en salmón, mientras que las dos moléculas de RR Spo0F están coloreadas 
en verde claro y oscuro. Los sitios de fosforilación corresponden a la His 30 (azul) en 
Spo0B y al Asp 54 (magenta) en Spo0F, el cual está unido al BeF3-. En B se representa 
el centro catalítico del complejo con los residuos conservados del RR, así como la 
distancia entre la His30 y el Asp54, la cual es de 5,27 Å.  
 
Esto podría explicarse observando la estructura del complejo Spo0B:SpoF 
unido al BeF3-, donde el catión Mg2+ está coordinado con el Asp54 del RR y con 
un átomo de flúor (F) que emula a uno de los oxígenos del fosfointermedio. Esta 
coordinación estaría estabilizando la reacción de fosfotransferencia al neutralizar 
la carga P-O. 
Los RRs también pueden ser fosforilados por fosfodonadores de bajo peso 
molecular (Lukat et al., 1992; Mayover et al., 1999) como el acetilfosfato, 
benzoilfosfato, carbamoilfosfato, 2-metoxibenzoilfosfato y fosforamidato 
aunque su velocidad de fosforilación sea más lenta. La posibilidad de fosforilar 
in vitro con estos fofodonadores ha permitido el estudio y la caracterización de 
las reacciones de fosfotransferencia y defosforilación. Además, se ha propuesto 
que el acetilfosfato generado de forma natural en bacterias puede fosforilar RRs 
de forma independiente, sin mediación de las HKs (McCleary et al., 1993) 
pudiendo ser clave en la regulación de rutas. 
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1.6.3. Fosfosforilación/defosforilación del RR 
 
La fosforilación en un residuo de Asp produce un enlace de alta energía 
acilfosfato al igual que el enlace fosfoanhídrido en la molécula de ATP. De 
hecho, la fosforilación en un residuo de Asp es el enlace más energético en una 
proteína (Stock et al., 1990). Los acilfosfatos son rápidamente hidrolizables 
tanto en condiciones ácidas como básicas. La estabilidad del enlace acilfosfato 
en un RR es bastante variable y depende de cada RR; por ejemplo, a temperatura 
ambiente la vida media del RR CheY-P de E.Coli es de 10 s y hasta horas para 
OmpR-P de E.Coli y Spo0F-P de B. Subtilis (Zapf et al., 1998). El RR DrrA de 
T. marítima, tiene una vida media fosforilado de 3 min a la temperatura del 
hábitat natural de T. marítima (80 ºC) y de 24 horas a 25 ºC (Goudreau et al., 
1998).  
La variabilidad en la vida media del RR fosforilado puede deberse a la 
autodefosforilación propia del RR utilizando el oxígeno de una molécula de agua 
como nucleófilo que ataca al fosfato. Si la molécula de agua accede más 
fácilmente al centro catalítico del RR, éste se defosforila más rápido. También la 
actividad fosfatasa mediada por la HK juega un papel importante en la 
regulación de la fosforilación de los RR. Se ha demostrado que algunas HKs 
tienen actividad fosfatasa, como en el caso de EnvZ, donde el dominio DHp que 
contiene a la His catalítica es responsable de la actividad fosfatasa de OmpR~P y 
el dominio CA ejerce un efecto alostérico sobre DHp estimulando esta actividad 
fosfatasa (Zhu et al., 2000). En el sistema NtrB/NtrC la defosforilación está 
mediada por la acción fosfatasa de la HK NtrB estimulada por una proteína 
reguladora llamada PII (Jiang and Ninfa, 1999). La actividad fosfatasa también 
puede ser ejercida por proteínas adicionales, como entre otras, las 
aspartilfosfatasas CheZ (Parkinson, 2003) en quimiotaxis y Rap (Perego et al., 
1996) en esporulación. 
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1.7. Mecanismo de transducción de señales 
 
Los TCS han estado sujetos a numerosos estudios bioquímicos y 
estructurales desde el momento de su descubrimiento. Sin embargo, todavía 
quedan muchas preguntas por responder, en parte, debido a las limitaciones del 
estudio estructural de estos sistemas completos. Así, podríamos plantearnos 
cómo se propaga la señal a través de la membrana y cómo se regula la actividad 
de la HK por la señal extracelular y/o el dominio sensor. Otras de las cuestiones 
más importantes es conocer cómo se mantiene la especificidad de los TCS 
evitando la reactividad cruzada. Finalmente, cabe preguntarse cuál es la 
naturaleza de los cambios estructurales que dan lugar a la fosforilación de la HK, 
la fosfotransferencia al RR y cómo este cambio regula la 
activación/desactivación de la acción final.  
1.7.1. Propagación de la señal 
 
Hoy por hoy, todavía no se comprende totalmente cómo se transmite la 
señal a través de la membrana desde el dominio periplásmico sensor hasta los 
dominios citoplasmáticos. Además, existen HKs que no contienen dominios 
periplásmicos ni segmentos transmembrana como HKs tan bien caracterizadas 
como CheA, NtrB de E.coli y KinA de B. subtilis, de manera que necesitan 
dominios citoplasmáticos extras como PAS y GAF o la actuación de proteínas 
citoplasmáticas que intervengan en la señalización intracelular. Por otra parte, se 
desconocen en la inmensa mayoría de TCS los estímulos que detectan los 
dominios sensores, y además, existe gran cantidad de dominios de señalización 
cuya función no está definida.  
Sin embargo, se sabe que la planaridad de la membrana limita la movilidad 
de las TM durante la transducción de la señal, permitiendo sólo cuatro tipos de 
movimiento: 1) translación en el plano de la membrana (asociación/disociación), 
2) translación perpendicular a la membrana (movimiento de pistón), 3) rotación 
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a lo largo del eje paralelo a la membrana (movimiento de pivote) y 4) rotación a 
lo largo del eje perpendicular a la membrana (movimiento giro) (Hulko et al., 
2006; Khorchid and Ikura, 2006).  
Los estudios realizados sobre la estructura de un dominio HAMP de A. 
fulgidus (Hulko et al., 2006) son compatibles con una propagación de la señal a 
través de la membrana por rotación a lo largo del eje perpendicular a la 
membrana. Además, esta rotación podría ser responsable de la autofosforilación 
en cis y trans. También sabemos que la señalización en las HKs se produce 
mayoritariamente a través de homodímeros, al contrario que en muchas otras 
proteínas sensoras de organismos eucariotas. Un dímero consiste en dos centros 
activos, y cada uno tiene un residuo catalítico conservado de His. Pero ¿cómo la 
señal regula a estos dos centros activos, simétricamente o asimétricamente? El 
estudio de la HK quimera llamada Taz (Utsumi et al., 1989) (Tar-EnvZ), 
formada por el receptor de aspartato Tar de E.coli fusionado al dominio C-
terminal de EnvZ ha demostrado que la señal se transmite asimétricamente 
(Yang et al., 1993). Pero ¿se puede extrapolar el modelo del domino HAMP y el 
de Taz a todas las HKs? Sin duda, aclarar los detalles moleculares de la 
transducción de la señal es uno de los mayores desafíos en el campo de la 
transducción de señal mediada por los TCS. 
1.7.2. Reconocimiento y asociación entre la HK y el RR 
 
La característica más importante de las proteínas implicadas en la 
transducción de señales es su organización modular. Esto ha facilitado el estudio 
estructural de los dominios individuales de las HKs y los RRs. Sin embargo, 
existe poca información estructural de las proteínas completas así como del 
complejo formado por la HK y el RR. 
Recientemente, la resolución de la estructura del complejo formado por la 
HK ThkA con el RR TrrA (Yamada et al., 2006) de T. maritima a 4,2 Å ha 
permitido caracterizar la disposición relativa de los dominios de ambas proteínas 
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en el complejo, pero la baja resolución no ha permitido caracterizar los 
mecanismos de reconocimiento y de fosfotransferencia. Por otra parte, se han 
resuelto a media-alta resolución dos estructuras de complejos entre dominios 
HPt y RR, el complejo entre el dominio HPt de la fosfotransferasa YPD1 con el 
RR SLN1-R1 de S. cerevisiae (Xu et al., 2003), y la fosfotransferasa Spo0B con 
el RR Spo0F (Varughese et al., 2006) de B. subtilis. Estas últimas dos 
estructuras evidencian que la interacción entre ambas proteínas es débil y que 
por parte del RR están implicados en dicha interacción la hélice α1 y los cinco 
lazos Lβα.  
La estructura del complejo Spo0B:Spo0F sirvió a los autores para poner de 
manifiesto que los RRS presentaban dos tipos de residuos implicados en la 
interacción, los de anclaje y reconocimiento. Los residuos denominados de 
anclaje, conservados e hidrofóbicos, están dispuestos en torno al centro catalítico 
y determinan el acoplamiento de las proteínas. Los residuos de reconocimiento 
son de naturaleza variable, están dispuestos en la periferia y aportan la 
especificidad de unión. Sin embargo, los dominios HPt son fosfotransferasas y 
no HKs, de manera que éstas últimas no tienen necesariamente que conservar el 
modo de asociación de las fosfotransferasas pudiendo mostrar diferentes 
orientaciones en su unión, especialmente si muestran menos de un 30% de 
identidad de secuencia (Park et al., 2004). Por ello, se impone realizar estudios 
estructurales de complejos HK-RR para poner de manifiesto su mecanismo de 
unión y reconocimiento. 
1.7.3. Señalización mediada por el domino aceptor del RR 
 
El mecanismo de señalización mediado por el dominio aceptor está 
relacionado con el paso de la forma inactiva o no fosforilada a la forma activa o 
fosforilada del RR (Figura 18). El paso de una conformación a otra induce 
cambios estructurales que finalizan en el reordenamiento de la superficie α4-β5-
α5 del dominio aceptor. En concreto, la fosforilación provoca una reorientación 
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de las cadenas laterales de los residuos conservados Thr o Ser en el Lβα4 y de 
Tyr o Phe en Lβα5, conocida como “acoplamiento Y-T”. Sin embargo, la 
resolución de estructuras de RRs no fosforilados presentando una conformación 
activada, ha llevado a proponer finalmente el modelo conocido llamado 
“acoplamiento T-lazo-Y” que incorpora las restricciones conformacionales que 
existen entre la Tyr del Lβα5 y la conformación del Lβα4 (Dyer and Dahlquist, 
2006) (Figura 18).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Representación esquemática de los modelos postulados para el paso de 
la forma activa a la inactiva en el RR. A) Acoplamiento Y-T y equilibrio de dos estados 
y B) Nuevo modelo de acoplamiento T-lazo-Y que explica estados intermedios. Figura 
adaptada de Stock and Guhaniyogi, 2006. 
 
De esta manera, en un estado de no fosforilación, la Thr del Lβα4 y el Lβα4 
se encuentran con una conformación inactiva donde no hay restricciones para la 
orientación adoptada por la Tyr del Lβα5. En el estado de fosforilación, la Thr se 
encuentra en una forma activa, que implica su interacción con el grupo fosforilo, 
asociada a una conformación activa del Lβα4 que favorece mayoritariamente la 
orientación de la cadena lateral de la Tyr del Lβα5 hacia el interior del sitio 
activo (Stock and Guhaniyogi, 2006). 
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En los RRs que contienen dominios aceptores pero carecen de dominio 
efector, como es el caso de CheY y de Spo0F, el acoplamiento T-lazo-Y genera 
dos modos de transmitir la señal reguladora. En el caso de CheY, el movimiento 
de la Tyr y por tanto el cambio en la superficie α4-β5-α5, modula la afinidad de 
unión del RR con la proteína del motor del flagelo FliM.  
En la mayoría de los RRs que contienen dominios efectores, la 
fosforilación activa el dominio efector. Esta activación podría estar causada por 
la liberación del estado de inhibición del enzima producido por el dominio 
aceptor no fosforilado. En estos casos, el mecanismo de señalización mediado 
por el dominio aceptor es la tendencia de la forma fosforilada para formar 
dímeros (Toro-Roman et al., 2005). La dimerización inducida por fosforilación 
desempeña un papel importante en la regulación de RRs que unen ADN, ya que 
su dimerización aumenta varios órdenes de magnitud su afinidad de unión a 
secuencias palindrómicas o repeticiones cromosómicas. Este mecanismo se ha 
demostrado para los RRs pertenecientes a las familias OmpR, NarL, LytR y 
PrrA. 
Aparte de los mecanismos de señalización citados, la señalización mediada 
por el dominio aceptor puede incluir otros mecanismos, como es la regulación 
alostérica del domino efector (Galperin, 2006). Además, la versatilidad del 
dominio aceptor se correlaciona con la gran variedad de dominios efectores que 
interaccionan con él. 
1.8. Antecedentes estructurales de la HK TM0853 
 
La resolución de la primera estructura de la porción citoplasmática 
completa de la HK TM0853 (HK853-CD) de T. marítima (Marina et al., 2005), 
resuelta previamente por miembros del grupo, ha servido como punto de partida 
para este trabajo de tesis. Llamaremos HK853 a la HK codificada por el ORF 
TM0853 de T. marítima que es una HK huérfana ya que en su mismo operón no 
existe ningún ORF que codifique para RR. Es una HK de clase I y ortodoxa que 
                     Introducción 
 
                                               41
consta de un dominio periplásmico sensor y un dominio citoplasmático 
compuesto por dos dominios DHp y CA.  
La estructura de HK853-CD ha proporcionado la primera imagen de la 
porción citoplasmática completa y los contactos entre los dominios catalíticos 
DHp y CA en una HK (Figura 19). Ambos dominios están unidos por un lazo de 
5 residuos (residuos 318-322) y en la interfase de los mismos existe una gran 
cantidad de residuos no expuestos al solvente. Esta interfase comprende la hélice 
α2 de DHp con α4 y α5 de CA y con la conexión DHp-CA, además de un 
bolsillo hidrofóbico en α1 que permite acomodar la caja F localizada en CA.  
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Estructura de TM0853-CD y modelos de la conformación de 
autofosforilación y fosfotransferencia (PDB:2C2A). En A) se presenta la estructura de 
TM0853 en la conformación observada en el cristal, donde la HK parece estar fosforilada 
al contener cerca de la His260 fosforilable un grupo sulfato. En B) se presenta el modelo 
de la conformación de autofosforilación, donde el dominio CA se ha movido para que el 
ATP quede alineado con la His260. En C) se presenta el modelo de la conformación de 
fosfotransferencia donde el Asp aceptor del fosforilo en el RR (Spo0F modelado en 
verde) está alineado con la His260.  
 
A) TM853-CD fosforilada
B) TM853-CD autofosforilándose C) TM853-CD fosfotransfiriendo al RR
RR (Spo0F)
H260
ATP
D54
H260
H260
SO4ATP ATP
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En dicha estructura la posición de la His catalítica en DHp con respecto del 
nucleótido en CA está separada por una distancia de 25 Å lo que impide asignar 
la conformación de autofosforilación. En cambio, la presencia de un sulfato 
unido al N3 de la His fosforilable propone que HK853-CD está fosforilada, el 
paso previo a la reacción de fosfotransferencia. 
La estructura de HK853-CD indicaba una asociación lábil entre los 
dominios catalíticos, de manera que la interfase DHp-CA debería controlar los 
cambios conformacionales necesarios para realizar las diferentes actividades 
catalíticas llevadas a cabo por la HK. Además, propusieron un modelo de la 
conformación de la proteína en la reacción de autofosforilación utilizando 
programas informáticos de acoplamiento, teniendo en cuenta los datos 
bioquímicos de otras HKs. También propusieron un modelo de interacción con 
el RR, utilizando la estructura de Spo0B:Spo0F como punto de partida (Figura 
19). 
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El objetivo general de este trabajo es aportar información estructural y enzimática 
del mecanismo de transducción de señal en sistemas de dos componentes utilizando 
como modelo HK853. Para ello, se abordaron los siguientes objetivos parciales: 
2.1. Estabilización de la conformación de autofosforilación 
 
El modelo de la reacción de autofosforilación, propuesto por Marina et al. 
implicaba importantes movimientos del dominio CA y proponía que la conformación 
adoptada era transitoria e inestable. Para estudiar la conformación de autofosforilación 
se utilizó una estrategia basada en la creación de puentes disulfuro entre los dominios 
catalíticos implicados en la reacción, DHp y CA, con la finalidad de “atraparla”.  
2.2. Estudio funcional y estructural de la reacción de fosfotransferencia 
 
Para entender el mecanismo por el que se transmite la señal entre la proteína 
sensora y la efectora, es básico determinar la estructura tridimensional del complejo 
entre una HK y su RR. HK853 es una HK huérfana, por lo que este objetivo implicaba 
los siguientes apartados.  
1. Caracterización del RR que interacciona con HK853 
2. Estudio de la estequiometría del complejo HK853-RR 
3. Cristalización y resolución de la estructura del complejo HK853-RR 
4. Cristalización del RR en solitario  
2.3. Análisis bioquímico de la reacción de autofosforilación y 
fosfotransferencia a partir de los datos estructurales 
 
Influenciados por los resultados obtenidos en la caracterización tanto funcional 
como estructural del complejo HK853-RR, quisimos comprobar si HK853 se 
autofosforilaba mediante un mecanismo TRANS y si la unión con el RR era 
compatible con dicha reacción. Para ello, abordamos los siguientes estudios: 
1. Análisis bioquímico de la reacción de autofosforilación de HK853. 
2. Análisis bioquímico de la reacción de autofosforilación en presencia del RR. 
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3.1. Técnicas de biología molecular  
3.1.1. Clonado de genes a ensayo 
 
 
El gen correspondiente a la HK de membrana TM0853 (HK853-FL) de T. 
maritima conteniendo cola de His así como el gen correspondiente a la porción 
citoplasmática de TM0853 (HK853-CD) fueron clonadas con anterioridad en los 
vectores pET28b y pET24b, respectivamente (Marina et al., 2005). Los genes 
completos de los RRs TM0143 (RR143), TM0468 (RR468) y TM0842 (RR842) 
y de la HK TM0400 (HK400-CD) fueron amplificados a partir del DNA 
genómico de T. maritima utilizando sus respectivos cebadores que introducían 
sitios de corte únicos (Tabla 2).   
 
Tabla 2. Secuencia de los cebadores utilizados en el clonado de genes. 
Proteína  Cebador Acrónimo 
TM0143 5′-GAGATATACATATGAAGAAAGTTCTCATCGTTG-3′ 
5′-GGTGCTCGAGTTATATCACGTAACGATC-3′ 
RR143 
TM0468 5′-GAGATATACATATGTCTAAAAAAGTTCTTCTCG-3′ 
5′-GGTGCTCGAGTCATTCATTTAATCGATGCTTCACC-3′ 
RR468 
TM0842 5′-GAGATATACATATGACTCCAACGGTTATGG-3′ 
5′-GGTGCTCGAGTCAACTCTCATTCCCCCTC-3′ 
RR842 
TM0400-CD 5′-GGATATTCCATGGCCAGCCTGGCTCTGGTTCC-3′  
5′-CTGTTACGCTCAGCTCAAAAAACGAGTTTGAAGGTGA-3′ 
HK400-CD 
 
Posteriormente, el producto de la PCR de amplificación para cada uno de 
los RRs fue clonado en los sitios de corte correspondientes a los enzimas de 
restricción NdeI y XhoI del vector pET22b. El producto de PCR de 
amplificación de HK400-CD fue clonado en el vector pET24d utilizando los 
sitios de corte generados con los enzimas de restricción NcoI y BlpI. Los 
vectores pET22b y pET24d fueron adquiridos de Novagen (CN Biosciences, 
Merk KGaA, Darmstadt, Alemania). Los plásmidos resultantes en cada caso se 
denominan pTM143-72B, pTM0468, pTM0842-915B y pET400-CD. La 
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inserción y correcta orientación de cada uno de los genes en el vector se verificó 
mediante secuenciación. 
3.1.2. Mutagénesis dirigida 
 
Los ensayos de mutagénesis se realizaron sobre los genes de HK853-FL, 
HK853-CD y el RR468 en cada uno de los plásmidos pHK853, pHK853CD y 
pTM0468, respectivamente. Las mutaciones fueron realizadas mediante el 
método de PCR basado en el sistema Quickchange de Stratagene (Stratagene, 
Agilent Technologies, La Jolla, CA). Siguiendo las instrucciones de dicho 
sistema, se utilizaron dos cebadores parcialmente solapantes que introducían la 
mutación en dirección 5’-3’ y 3’-5’ y que amplificaban todo el vector parental. 
Posteriormente, el vector parental no mutado se digería con la enzima de 
restricción DpnI (1 U/μL) durante 2 h a 37 ºC. DpnI digiere tan sólo DNA 
metilado que se corresponde con el vector parental no proveniente de E.Coli, por 
lo que el vector mutado amplificado está protegido de la digestión. 
Seguidamente, 1 μL de producto de digestión es transformado por 
electroporación en células DH5α electrocompetentes.  
Finalmente, se seleccionan diferentes colonias producto de la 
transformación y se realiza una PCR de amplificación del inserto en cada clon 
para verificar que clones contienen la mutación. Para ello, los cebadores se 
diseñaron de forma que al introducir la mutación, también insertaban o 
eliminaban un sitio de restricción permitiendo comprobar, mediante la digestión 
del inserto, que clones contenían la mutación. 
En los clones positivos se comprobó posteriormente que las mutaciones 
introducidas eran correctas. En la Tabla 3, se muestran los cebadores utilizados 
para cada una de las mutaciones.  
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Tabla 3. Secuencia de los cebadores utilizados en los ensayos de mutagénesis. 
Proteína  Mutación Cebador Acrónimo 
HK853-FL H260A 5’-GAACATCTCGGCCGAGCTCAGAACGCCTTTAAC-3’ 
5’-GTTCTGAGCTCGGCCGAGATGTTCGCTATGAACTC-3’ 
FL-ΔHis 
 N380A 5’-CTTCTCAACGCCGGCGTGAAGTACTCAAAGAAAG-3’ 
5’-GTACTTCACGCCGGCGTTGAGAAGATTCAAAAGTAC-3’ 
FL-N380A 
 D411A 5’-AATTGTAGAGGCCAACGGTATAGGAATACCGG-3’ 
5’-GTTCTGAGCTCGGCCGAGATGTTCGCTATGAACTC-3’ 
FL-D411A 
HK853-CD H260A 5’-GAACATCTCGGCCGAGCTCAGAACGCCTTTAAC-3’ 
5’-GTTCTGAGCTCGGCCGAGATGTTCGCTATGAACTC-3’ 
CD- ΔHis 
 N380A 5’-CTTCTCAACGCCGGCGTGAAGTACTCAAAGAAAG-3’ 
5’-GTACTTCACGCCGGCGTTGAGAAGATTCAAAAGTAC-3’ 
CD-N380A 
 D411A 5’-AATTGTAGAGGCCAACGGTATAGGAATACCGG-3’ 
5’-GTTCTGAGCTCGGCCGAGATGTTCGCTATGAACTC-3’ 
CD-D411A 
 E253C 5’-GATGAAGACATGCTTCATAGCGAACATCTCGC-3’ 
5’-GCTATGAAGCATGTCTTCATCCTGTCTATTCG-3’ 
CD-E253C 
 N257C 5’-GTTCATAGCATGCATCTCGCACGAGCTCAG-3’ 
5’-GCGAGATGCATGCTATGAACTCCGTCTTC-3’ 
CD-N257C 
 R263C 5’-CGAGCTCTGTACGCCTTTAACGGCCATAAA-3’ 
5’-GTTAAAGGCGTACAGAGCTCGTGCGAGATGTTCG-3’ 
CD-R263C 
 R371C 5’-CAAGAATCTGCCAGGTACTTTTGAATCTTCTC-3’ 
5’-GTACCTGGCAGATTCTTGTTGGATCGATG-3’ 
CD-R371C 
 Q372C 5’-GAATCCGCTGCGTACTTTTGAATCTTCTCAAC-3’ 
5’-CAAAAGTACGCAGCGGATTCTTCTTGTTGGATCGATG-3’ 
CD-Q372C 
 N379C 5’-GAATCTTCTCTGTAACGGGGTGAAGTACTCAAAG-3’ 
5’-CCCCGTTACAGAGAAGATTCAAAAGTACCTG-3’ 
CD-N379C 
 Q427C 5’-GGATATTCGAATGCTTTTACAGGGTGGATTCTTCG-3’ 
5’-CCTGTAAAAGCATTCGAATATCCTATCCTTTGC-3’ 
CD-Q427C 
 V439C 5’-CCTACGAATGCCCTGGAACGGGACTCGG-3’ 
5’-CGTTCCAGGGCATTCGTAGGTCAACGAAGAATC-3’ 
CD-V439C 
 I370M 
V373M 
5’-CAAGAATGCGACAGATGATTTTGAATCTTCTCAAC-3’ 
5’-CAAAAGCATCTGTCGCATTCTTGTTGGATCGATG-3’ 
CD-SeMet 
 A271C* 5’-GCCATAAAATGTTATGCGGAAACAATTTAC-3’ 
5’-CCGCATAACATTTTATGGCCGTTAAAGGC-3’ 
CD-A271C 
RR468 I17C* 5’-CTGAGAAAATGCGTCTCTTTCAATCTGAAAAAAG-3’ 
5’-GAAAGAGACGCATTTTCTCAGAACCGCCG-3’ 
RR-I17C 
 D53A* 5’-GATAGTTCTCGCCATAATGATGCCCGTG-3’ 
5’-CATCATTATGGCGAGAACTATCAGGTCTGG-3’ 
RR-D53A 
 K105A* 5’-GTCATGAGAGCGCCGTTCAGTCCCTCCC-3’ 
5’-CTGAACGGCGCTCTCATGACCTTTCTGGC-3’ 
RR-K105A 
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3.2. Métodos generales para el estudio de proteínas 
 
1) Técnicas cromatográfícas para la purificación de proteínas: 
Para la purificación de proteínas mediante cromatografía de intercambio 
iónico, afinidad, interacción hidrofóbica y exclusión molecular se utilizó el 
sistema cromatográfico líquido de media presión FPLC (Fast Performance 
Liquid Chromatography). En la Tabla 4 se muestran los tampones utilizados 
para las distintas cromatografías 
 
2) Electroforesis Nativa-PAGE y SDS-PAGE: 
Se utilizaron técnicas de electroforesis en geles de poliacrilamida para 
separar proteínas en función de su estado (nativo o desnaturalizado). En la 
electroforesis nativa (Nativa-PAGE), se sometió a las proteínas a migración en 
un campo eléctrico a 100 V durante 3 h a 4 ºC separando las proteínas en 
función de su carga, de su tamaño y de su forma. En la electroforesis 
desnaturalizante (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), las proteínas fueron sometidas 
a migración en un campo eléctrico de 200V en presencia del detergente aniónico 
dodecil sulfato sódico (SDS), asegurando la completa desnaturalización. En esta 
situación la migración es proporcional al tamaño molecular de la molécula pero 
no a su carga. En la Tabla 4 se muestran los distintos tampones de carga 
utilizados para cada tipo de electroforesis. Para visualizar las bandas de proteína 
en los geles SDS-PAGE y Nativo-PAGE, se procedió a la tinción con Coomasie 
Blue. 
 
3) Métodos para la cuantificación de proteína: 
- Método de Bradford. Para cuantificar la concentración de proteína 
mediante este método utilizamos el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad 
Laboratorios, Hercules, CA) 
- Cálculo de la concentración de proteína a partir del coeficiente de 
extinción molar (ε) a 280 nm. En la Tabla 5 se muestran los ε de las proteínas 
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utilizadas en este trabajo, así como el punto isoeléctrico (pI) y el peso molecular 
(PM). 
 
Tabla 4. Tampones utilizados. 
Tampones Composición 
Purificación de 
proteínas 
 
Tampón sonicación 50 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM β-mercaptoetanol 
y 1 mM fenilmetanosulfonil fluoruro (PMSF) 
Tampón A  50 mM Tris-Cl pH 8,0 
Tampón B  50 mM Tris pH 8,0, 250 mM NaCl 
Tampón C  50 mM Tris pH 8,0, 250 mM NaCl, 0,5 M imidazol 
Tampón D  50 mM Tris-Cl pH 8, 1 M NaCl 
Tampón E  50 mM Tris-Cl pH 8, 5 mM MgCl2 
Tampón F  50 mM Tris-Cl pH 8,0, 5 mM MgCl2, 1 M NaCl 
Tampón G  50 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 % sulfato amónico 
Ensayos fosforilación  
Tampón quinasa  50 mM Tris pH 8,0, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2 
Tampón de fosforilación  20 mM Tris pH 8,0, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl2 
Tampón de carga  
Nativo-PAGE 
62,5 mM Tris pH 6,8, 30 % glicerol, 0,01 % de azul de 
bromofenol 
Tampón de carga  
SDS-PAGE 
62,5 mM Tris pH 6,8, 30 % glicerol, 1 % SDS,  
0,01 % de azul de bromofenol, 0,74 M β-mercaptoetanol  
Tampón de parada 
Nativo-PAGE 
Tampón Nativo-PAGE y 50 mM EDTA 
Tampón de parada  
SDS-PAGE 
Tampón SDS-PAGE y 50 mM EDTA 
Ensayos de formación 
complejos 
 
Tampón de complejo  50 mM Tris pH 8,0, 50 mM KCl, 1 mM MgCl2 
 
 
Tabla 5. Valores de ε (M-1cm-1), pI y PM calculados a 
partir del programa ProtParam del servidor de 
Proteómica ExPASy.  
Proteína (ε) M-1cm-1  pI PM 
HK853-FL 40.005 4.84  56017.10 
HK853-CD  21.555 5.02   29340.31 
RR468  6.990 5.34   13829.27 
RR143 39.880 5.88  51253.06 
RR842 22.015 8.32  29679.41 
HK400-CD 2.980 8.95  24297.26 
 
 
- Tinción con Coomasie-Blue. Utilización de una solución colorante (0,1 % 
Coomasie G-250, 10 % ácido acético y 40 % etanol) para visualizar las bandas 
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de proteína en los geles de electroforesis SDS-PAGE y Nativo-PAGE. Los geles 
se tiñen durante 10 min y se destiñen con una disolución que contiene un 10 % 
ácido acético y 10 % etanol. 
- Tinción con Sypro Ruby (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR). 
Utilización de un marcador fluorescente que interacciona no covalentemente con 
las proteínas. Los geles se tiñeron siguiendo las indicaciones del fabricante. La 
visualización de las bandas de proteína en los geles de electroforesis SDS-PAGE 
y Nativo-PAGE teñidos con el marcados Sypro Ruby se realiza mediante la 
excitación del marcador (λex = 470 nm) y su posterior emisión (λem = 618 nm).  
3.3. Expresión y purificación de proteínas  
 
Las proteínas HK853-FL (residuos 1-489), HK853-CD (residuos 232-489) 
y RR468 (residuos 1-122) silvestres y mutantes, así como HK400-CD (residuos 
192-405) y los RRs RR143 y RR842 silvestres se expresaron en la cepa de E.coli 
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene) en medio LB a 37 ºC inducida en fase 
exponencial (OD=0.4-0.6) con 1 mM isopropil-β-tiogalactopiranósido (IPTG) 
durante 3 h. La proteína mutante I370M/V373M-CD y RR468 silvestre 
conteniendo seleniometionina (SeMet) se expresaron mediante el protocolo no 
auxotrófico de Doublie (Doublie, 1997). 
Para la purificación, las células se lisaron mediante sonicación en tampón 
de sonicación. Posteriormente, el extracto se centrifugó a 18,000 g durante 30 
min para separar el debris celular del sobrenadante. El sobrenadante clarificado 
se calentó durante 15 min a 70 ºC; ya que T. maritima es una eubacteria 
hipertermófila y por tanto, las proteínas sobreexpresadas eran termoestables. 
Después, la muestra se centrifugó a 60.000 g durante 45 min. Este último 
sobrenadante obtenido para cada proteína siguió diferentes pasos de purificación 
que se describen a continuación: 
1) HK853-FL: el sobrenadante se precipitó al 17,5% de sulfato amónico, y 
se centrifugó a 18.000 g durante 30 min. El precipitado se resuspendió en un 
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volumen mínimo y se dializó en tampón A. El dializado se purificó en una 
columna Ni2+-HiTrap (Amersham, Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J) 
equilibrada con tampón B y se eluyó en gradiente entre el 0-30 % de tampón C. 
Las fracciones obtenidas fueron sometidas a SDS-PAGE electroforesis, 
escogiéndose aquellas que contenían principalmente HK853-FL y menor 
cantidad de proteínas contaminantes y se juntaron. A continuación, se repitieron 
los procesos de precipitación con sulfato amónico y diálisis. Posteriormente, la 
muestra se purificó en una columna de intercambio aniónico MonoQ 
(Pharmacia), equilibrada con el tampón A y se eluyó en un gradiente de tampón 
D del 20-40 %. Las fracciones eluídas se corrieron en un gel SDS-PAGE, y las 
que contenían HK853-FL más pura se unieron y concentraron por concentración 
centrífuga con el sistema Amicon-Ultra 4 (Millipore, Billerica, MA) hasta un 
volumen de unos 3 ml. La muestra concentrada se inyectó en una columna de 
exclusión molecular Superdex 75 (Pharmacia) equilibrada con el tampón B. Las 
fracciones eluídas se corrieron en un gel SDS-PAGE y las que contenían 
HK853-FL en alta pureza se concentraron hasta 1 ml como se ha descrito 
anteriormente. A continuación se realizaron lavados con 20 mM Tris pH 8,0 
para eliminar la sal y se llevó a un volumen que aseguraba una concentración 
final mayor de 10 mg/ml determinada por Bradford y por el coeficiente de 
extinción molar a 280 nm. Finalmente, la muestra concentrada se filtró con un 
filtro Vivaspin de 0,2 μM de corte (Vivascience AG, Hannover, Alemania. 
Posteriormente la disolución de proteína se alicuotó en tubos eppendorf que se 
almacenaron a -80 ºC. 
2) HK853-CD: el sobrenadante se precipitó al 35 % de sulfato amónico, y 
posteriormente se centrifugó. El precipitado se resuspendió en un volumen 
mínimo de tampón A y se dializó frente al mismo tampón. El dializado se 
purificó mediante una columna de intercambio aniónico MonoQ, equilibrada con 
el tampón A, aplicando un gradiente del 20-40 % de tampón D. Las fracciones 
que contenían mayoritariamente HK853-CD, analizadas por SDS-PAGE, se 
volvieron a precipitar con un 35 % de sulfato amónico y se dializaron frente a 
Materiales y métodos 
 
 56
tampón A. La muestra se volvió a purificar en una columna de afinidad Affi-Gel 
Blue Gel equilibrada en tampón E, eluyéndose con tampón F y se escogieron las 
fracciones que contenían HK853-CD de mayor pureza según SDS-PAGE. El 
último paso de purificación por exclusión molecualr se realizó siguiendo el 
mismo protocolo descrito para HK853-FL. 
3) RR468: el sobrenadante se precipitó al 50 % con sulfato amónico y 
posteriormente se centrifugó. El precipitado se resuspendió en volumen mínimo 
y se dializó en tampón A. Posteriormente, el dializado se purificó en una 
columna MonoQ equilibrada con tampón A, y se eluyó con un gradiente del 0-
15 % de tampón D, escogiéndose las fracciones que contenían RR468 
mayoritariamente según SDS-PAGE. Las fracciones se juntaron y la muestra se 
precipitó al 50 % de sulfato amónico. El precipitado se resuspendió con tampón 
G y se purificó en una columna de interacción hidrofóbica fenil-sepharose 
(Pharmacia) equilibrada con tampón G. La muestra se eluyó en un gradiente del 
0-100 % de tampón A. Las fracciones resultado de la cromatografía se corrieron 
en una electroforesis SDS-PAGE, escogiéndose aquellas que contenían RR468 
con mayor pureza. Finalmente, se realizó una cromatografía de exclusión 
molecular siguiendo los mismos pasos que los realizados para HK853-FL y 
HK853-CD. La concentración final obtenida de RR468 se determinó 
exclusivamente mediante su absorción a 280 nm, ya que el método de Bradford 
infravaloraba su concentración al reaccionar RR468 de forma variable y 
diferente que el éstandar BSA con el reactivo de Bradford. 
D) Purificación parcial de las proteínas mutantes a Cys de HK853-CD, 
mutantes para la formación de heterodímeros, HK400-CD, RR143, RR842, y 
mutantes de RR468: se utilizó la cromatografía de intercambio iónico (columna 
Mono Q o Mono S (según el punto isoeléctrico [pI] de cada proteína). La 
columna se equilibró con tampón A y se eluyó en gradiente 0-100 % con tampón 
D. Las fracciones más puras, se seleccionaron por SDS-PAGE, se juntaron, se 
concentraron con el sistema Amicon Ultra (Millipore), se lavaron con 20 mM 
Tris pH 8,0 y se alamacenaron a -80 ºC. Para que los ensayos bioquímicos 
    Materiales y métodos 
 
 57
posteriores con los mutantes y los diferentes RRs fueran comparables, HK853 y 
RR468 utilizadas en dichos ensayos se purificaron del mismo modo. La 
concentración de proteína se determinó mediante el método de Bradford y/o la 
medida de la absorbancia de cada proteína a 280 nm. 
Las proteínas destinadas a la cristalización, mostraban en los geles SDS-
PAGE una banda correspondiente a una pureza mayor del 90 % respecto de las 
proteínas totales. Para los ensayos bioquímicos, la pureza de las proteínas fue 
superior al 80 %. 
3.4. Formación de puentes disulfuro con los mutantes a Cys 
 
Para los ensayos de formación de puentes disulfuro se realizaron mezclas 
que contenían 3 μM de un mutante de HK853-CD que presentaba mutación en el 
dominio DHp (E253C, N257C, R263C) y 3 μM de otro mutante de HK853-CD 
que presentaba mutación en el dominio CA (R371C, Q372C, N379C, Q427C, 
V439C) en tampón 50 mM Tris pH 8.0. Posteriormente, cada una de las mezclas 
se dializaron frente a tampón 50 mM Tris pH 8,0 y 2 M urea. La urea actuaba 
como agente caotrópico que ayudaba a disociar las subunidades en los 
homodímeros con idéntica mutación. Para asegurar un mayor rendimiento en el 
entrecruzamiento, después de la diálisis, cada una de las muestras se incubaron a 
37 ºC durante 30 min con 0,3 mM cobre-fenantrolina [Cu(OP)2] (Figura 20).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Representación de la reacción de oxidación del grupo tiol utilizando el 
compuesto orgánico [Cu(OP)2]. La oxidación del Cu (I) por el oxígeno genera radicales 
superóxido que reaccionan con el grupo tiol generando radicales tiol, los cuales pueden 
reaccionar generando un puente disulfuro.  
 
N N
N N
Cu (II) + 2 RS·
N N
N N
Cu (I) + RS-SR
O2
CuII(OP)2 CuI(OP)2
CuII(OP)2 CuI(OP)2
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[Cu(OP)2] es un catalizador de la oxidación (Lee et al., 1995), que favorece 
el ambiente oxidante y por tanto aumenta el rendimiento de la formación del 
puente disulfuro. La reacción de oxidación catalizada por depende de la 
formación de radicales oxigenados como el superóxido y el radical hidroxilo. 
Para analizar el nivel de entrecruzamiento, las muestras se corrieron en una 
electroforesis Nativa-PAGE y SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol.  
 
3.5. Ensayos de fosforilación y fosfotransferencia utilizando [γ-32P] 
ATP 
 
Los ensayos de fosforilación se realizaron en tampón quinasa (50 mM Tris 
pH 8,0, 100 mM KCl, 10 mM MgCl2) que contenía una mezcla de 0,1 mM ATP 
y 0,05 [γ-32P] ATP (3000 Ci/mmol Perkin Elmer, Wellsley, MA). Durante el 
transcurso de la reacción, las muestras se incubaron a 37 ºC. Las reacciones de 
fosforilación se pararon al añadir a las muestras un cuarto de volumen de tampón 
de parada SDS-PAGE o Nativo-PAGE en cada caso. Para visualizar las bandas 
fosforiladas en los geles de electroforesis, éstos se secaron y después se 
revelaron mediante autoradiografía electrónica utilizando un Fluoro Image 
Analyzer FLA-5000 (Fuji, FUJIFILM Europe GMBH, Düsseldorf, Alemania). 
La intensidad de las bandas se cuantificó con el programa MultiGauge Fujifilm 
(Fuji). A continuación se describen las condiciones específicas de cada ensayo 
realizado. 
3.5.1. Ensayo de autofosforilación de HK853-CD y CD-V439C 
 
Las proteínas HK853-CD y CD-V439C a una concentración de 2 μM, se 
autofosforilaron en tampón quinasa dejando transcurrir la reacción durante 30 
min y 1 h a 37 ºC. La reacción de fosforilación se paró al añadir tampón de 
parada SDS-PAGE y seguidamente las muestras se cargaron en un gel SDS-
PAGE al 15 %. 
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3.5.2. Ensayo de autofosforilación y fosfotransferencia para la 
identificación del RR que actúa con HK853 
 
Las proteínas HK853-CD, HK853-FL y HK400-CD se autofosforilaron 
durante 30 min a 37 ºC en tampón quinasa. Una vez terminada la reacción, de 
cada muestra de proteína fosforilada se tomaron alícuotas en tantos tubos como 
reacciones de fosfotransferencia se iban a realizar. A diferentes alicuotas se 
añadieron los RRs (RR468, RR143, RR842) en cantidades equimoleculares para 
iniciar la reacción de fosfotransferencia. La concentración final de las HKs y los 
RRs fue 2 μM. A los 10 s y a la 1 h de iniciar la reacción de fosfotransferencia, 
se sacaron alícuotas para parar la reacción añadiendo tampón de parada SDS-
PAGE. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta que se cargaron en el gel 
SDS-PAGE al 15 %.  
3.5.3. Ensayo de autofosforilación y fosfotransferencia de HK853-
CD con los mutantes RR468, D53A y K105A 
 
 
Para este ensayo se autofosfosforiló 2 μM HK853-CD durante 30 min a 37 
ºC. Una vez transcurridos los 30 min, se añadió ATP frío hasta una 
concentración final de 2 mM. La muestra conteniendo la proteína HK853-CD 
fosforilada se alicuotó en tubos que contenían cantidades equimoleculares de 
RR-D53A, RR-K105A, RR468 nativo y control (sin RR), respectivamente, 
iniciándose así la reacción de fosfotransferencia. Dicha reacción se paró a 
diferentes tiempos (10 s, 2,5, 10 y 15 min) añadiendo tampón de parada SDS-
PAGE. Las muestras se mantuvieron en hielo hasta que se cargaron en un gel 
SDS-PAGE al 15 %.  
3.5.4. Ensayo de autofosforilación de las muestras sometidas a la 
formación de heterodímeros 
 
Con cada una de las mezclas conteniendo heterodímeros, se realizaron 
ensayos de autofosforilación con una concentración aproximada de 20 µM. Para 
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ello, se incubaron las muestras a 37 ºC en tampón quinasa. La reacción se paró a 
los 10 min mediante la adición de tampón de parada, SDS-PAGE o Nativo-
PAGE según el tipo de electroforesis utilizada en cada caso. Posteriormente, se 
realizaron electroforesis Nativa-PAGE al 10% y SDS-PAGE al 12 %. Por otra 
parte, la bandas de heterodímero observadas en el gel nativo-PAGE se cortaron y 
se corrieron en un gel SDS-PAGE 12 %. 
3.5.5. Ensayo de autofosforilación de HK-RR entrecruzados 
mediante puente disulfuro 
 
Para realizar los ensayos de autofosforilación, 2μM de cada una de las tres 
muestras entrecruzadas WTs-s (CD-A271C:RR-I17C), D53s-s (CD-A271C:RR-
I17C/D53A) y K105s-s (CD-A271C:RR-I17C/K105A) se incubaron en tampón 
quinasa a 37 ºC. Las reacciones se dejaron transcurrir durante 1, 10 y 30 min. 
Para cada tiempo se tomaron dos muestras; a una de ellas se añadió tampón de 
parada SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol y a la otra, tampón de parada 
conteniendo β-mercaptoetanol.  
3.5.6. Ensayo de autofosforilación de las muestras entrecruzadas 
con los imidoésteres homobifuncionales DMS y DBTP 
 
Los ensayos de autofosforilación se realizaron de forma estándar con 0,14 
mM de cada una de las muestras entrecruzadas HK853-CD:RR468, HK853-
CD:RR-D53A y HK853-CD:RR-K105. Las reacciones se pararon a dos tiempos, 
1 y 30 min al añadir tampón de parada SDS-PAGE. Posteriormente, cada una de 
las muestras se cargó en un gel SDS-PAGE al 10%. Para observar qué especies 
de la muestra entrecruzada correspondían a las bandas fosforiladas, después de 
teñir de forma suave el gel, las bandas de dichas especies se cortaron y se 
corrieron en un gel SDS-PAGE al 10 %. Con el fin de revertir el 
entrecruzamiento de las especies presentes en las bandas cortadas, a cada uno de 
los pocillos del gel conteniendo banda cortada se añadió tampón de carga con el 
doble de β-mercaptoetanol (1,4 M). 
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3.6. Ensayo de fosforilación y defosforilación de RR468  
3.6.1. Fosforilación de RR468 con acetilfosfato 
 
Para la reacción de fosforilación, a 300 μM de RR468 en tampón de 
fosforilación (20 mM Tris pH 8,0, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl2) se añadió 
acetilfosfato a una concentración final de 12,5 mM y se incubó durante 1 h a 
temperatura ambiente. Posteriormente, la muestra (~250 μL) se inyectó en una 
columna de 5 ml HiTrap Desalting (Pharmacia), equilibrada en tampón de 
fosforilación, para separar el acetilfosfato libre de RR468 fosforilado. La 
muestra eluída de RR468 fosforilado sin acetilfosfato, correspondiente al pico en 
el cromatograma, se recogió en un solo tubo. Posteriormente se dividieron en 
tres alícuotas que se conservarona a 4 ºC, -20 ºC y -80 ºC.  
3.6.2. Vida media de RR468~P  
 
La determinación de la vida media de RR468~P realizó tanto a 4 ºC como a 
80 ºC. Para el ensayo a 4 ºC la muestra eluída de la columna HiTrap Desalting 
en el ensayo de fosforilación se conservó a 4ºC y se dividió en tres tubos. 
Posteriormente, se corrieron electroforesis Nativo-PAGE al 15 % a diferentes 
tiempos, una inmediatamente después de alicuotar la muestra y las otras a las 4 h 
y 24 h de incubación a 4 ºC. En todos los tiempos de incubación, justo antes de 
correr la electroforesis con la muestra de RR468~P, ésta se dividió en dos tubos, 
y a uno de ellos se adicionó 14 μM de HK853-CD. Cada gel Nativo-PAGE 
contenía una muestra de RR468 no fosforilado, RR468 fosforilado antes de 
inyectar en la columna, RR468 fosforilado eluído de la columna con y sin 
HK853-CD añadido y un control de RR468 fosforilado conservado a -80 ºC.  
Para el ensayo a 80 ºC, la muestra eluída de la columna se incubó a 
diferentes tiempos (10 y 30s, 1, 2,5, 5, 10, 30 y 60 min). Para cada tiempo de 
incubación, se tomó una alícuota a la que se adicionó medio volumen de tampón 
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Nativo y se congeló rápidamente en nitrógeno líquido. Una vez finalizado el 
ensayo las muestras fueron sometidas a electroforesis Nativo-PAGE.  
3.6.3. Actividad fosfotasa de HK853-CD  
 
La actividad fosfatasa de HK853-CD silvestre y sus mutantes, así como el 
efecto del nucleótido fue ensayada sobre RR468-P. La muestra de RR468-P 
eluída de la columna Desalting se alicuotó en diferentes tubos que contenían 
cada uno 14 μM de HK, tanto HK853-CD silvestre como simple mutante CD-
H260A (CD-ΔHis), doble mutante CD-N380A/D411A (CD-ΔATP) y triple 
mutante CD-H260A/N380A/D411A (CD-Null) en ausencia o presencia de 1 
mM adenosina difosfato (ADP) o 1 mM AMP-PCP (β,γ-C-metilenadenosín 5'-
trifosfato), análogo de ATP, alternativamente. Una vez realizadas las mezclas, 
éstas fueron inmediatamente cargadas en un gel Nativo-PAGE al 15 % y 
sometidas a electroforesis. 
Todos los geles realizados se tiñeron con Coomasie-Blue y fueron 
escaneados utilizando un procesador de imagen Fujifilm LAS-3000 Imager 
(Fuji, FUJIFILM Europe GMBH, Düsseldorf, Alemania). Posteriormente se 
realizó la cuantificación de la intensidad de las bandas de proteína en los geles 
con el programa MultiGauge Fujifilm. 
3.7. Análisis estequiométrico del complejo HK853:RR468  
3.7.1. Análisis estequiométrico mediante electroforesis 
 
Los ensayos para determinar la estequiometría del complejo HK853-
CD:RR468 y HK853-FL:RR468 se llevaron a cabo mezclando cantidades de 
HK853-FL y HK853-CD con RR468 a diferentes relaciones moleculares 
(HK:RR; 5:1, 2.5:1, 1:1, 1:2,5, 1:5, donde 1 representa una concentración de 40 
μM) a 37 ºC durante 15 min en tampón de complejo. Posteriormente, las 
muestras se corrieron en una electroforesis Nativa-PAGE al 8 % para los 
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ensayos de HK853-FL y al 10 % para HK853-CD. Las bandas se visualizaron 
tiñendo tanto con Coomasie-Blue como con Sypro Ruby. Con el fin de 
cuantificar la relación de proteína HK853 y RR468 en el complejo, se cortaron 
las bandas correspondientes al complejo en el gel Nativo para cada una de las 
mezclas y se corrieron geles SDS-PAGE al 15 %. Los geles se tiñeron de nuevo 
tanto con Coomasie-Blue como con Sypro Ruby y fueron escaneados con el 
equipo Fujifilm LAS-3000 Imager. Las bandas fueron cuantificadas con el 
programa MultiGauge Fujifilm para calcular la relación entre HK853 y RR468 
en el complejo. Como control de la cantidad de proteína presente en las mezclas 
analizadas por Nativo-PAGE, se realizó en paralelo una electroforesis SDS-
PAGE 15 % con las mismas mezclas y se cuantificaron las bandas 
correspondientes a cada proteína. 
3.7.2. Análisis estequiométrico mediante ultracentrifugación 
analítica 
 
El análisis estequiométrico de los complejos HK853-FL:RR468 y HK853-
CD:RR468 se realizó con diferentes relaciones molares de ambas proteínas 
HK:RR (1:1 y 1:2,5, donde 1 representa una concentración de 17 μM) así como 
en solitario preparadas en tampón de complejo. Los ensayos de velocidad de 
sedimentación se realizaron utilizando una centrífuga analítica XL-A con rotor 
An60Ti, piezas de doble-sector de 12 mm y con detección óptica de UV-VIS 
(Beckman-Coulter Inc., Fullerton, CA). El análisis se realizó a una velocidad 
50.000 rpm y a una temperatura de 20 ºC recogiéndose perfiles de sedimentación 
cada 5 min a 250 y 275 nm.  
3.8. Formación de heterodímeros y ensayo de autofosforilación 
 
La formación de heterodímeros se realizó mezclando las proteínas HK853-
FL (FL) y HK853-CD (CD) en cantidades equimoleculares (83 µM) en un 
tampón 50 mM Tris pH 8,0 y 6 M urea. Las muestras se calentaron durante 8 
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min a 70 ºC y se dializaron en tampón 50 mM Tris pH 8,0, NaCl 200 mM y 5 % 
glicerol. Cada mezcla incluía dos proteínas, una de HK853-FL y otra de HK853-
CD, ambas silvestres o mutantes o una combinación de ambas. En la Tabla 6, se 
representa cada una de las combinaciones realizadas para la obtención de 
heterodímeros, así como el posible mecanismo de fosforilación que debería 
producirse para que hubiese fosforilación entre las subunidades de los 
heterodímeros.  
 
Tabla 6. Representación de las combinaciones realizadas entre 
proteína FL y CD silvestres y mutantes. Posible mecanismo de 
fosforilación que podría darse en el heterodímero formado en cada 
combinación.  
HK853-FL HK853-CD Posible Mecanismo de Fosforilación 
FL CD CIS y TRANS 
FL-ΔHis CD CIS y TRANS 
FL-ΔATP CD CIS y TRANS 
FL-Null CD CIS 
FL CD-ΔHis CIS y TRANS 
FL CD-ΔATP CIS y TRANS 
FL CD-Null CIS 
FL-ΔHis CD-ΔATP TRANS 
FL-ΔATP CD-ΔHis TRANS 
 
Los mutantes que se utilizaron fueron 1) simples mutantes FL-H260A (FL-
ΔHis) y CD-H260A (CD-ΔHis) donde la His fosforilable estaba mutada, 2) 
dobles mutantes FL-N380A/D411A (FL-ΔATP) y CD-N380A/D411A (CD-
ΔATP) sin posibilidad de unir ATP y 3) triples mutantes FL-
H260A/N380A/D411A (FL-Null) y CD-H260A/N380A/D411A (CD-Null) con 
la histidina fosforilable mutada y sin capacidad de utilizar ATP. Posteriormente 
a la formación del heterodímero, las mezclas se autofosforilaron como se ha 
descrito en el apartado 3.4.3. 
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3.9. Entrecruzamiento del complejo HK853-CD:RR468  
3.9.1. Complejo entrecruzado covalentemente mediante puente 
disulfuro 
 
Para generar el complejo HK853-CD:RR468 entrecruzado covalentemente 
mediante puente disulfuro se coexpresaron los vectores que contenían el mutante 
CD-A271C y el mutante RR-I17C (WTs-s) en E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL. Para que la producción de complejo fuera más efectiva durante el proceso 
de purificación, antes de la cromatografía de intercambio iónico, se añadió al 
sobrenadante 0,3 mM [Cu(OP)2] incubándose a 37 ºC durante 30 min. También 
se realizaron, por el mismo procedimiento, los complejos entrecruzados entre el 
mutante CD-A271C con el doble mutante RR-D53A/I17C (D53s-s) y el mutante 
CD-A271C con el doble mutante RR-K105A/I17C (K105s-s) para posteriores 
ensayos de autofosforilación.  
3.9.2. Complejo entrecruzado covalentemente con los imidoesteres 
homobifuncionales DMS y DTBP 
 
1) Entrecruzamiento con DMS 
 
El entrecruzamiento con DMS se llevó a cabo mezclando cantidades 
equimoleculares (0,14 mM) de HK853-CD con RR468 o con los mutantes RR-
D53A y RR-K105A e incubando con 2 mg/ml del imidoester homobifuncional 
dimetil suberimidato (DMS) en 0,2 M trietanolamina (TEA) pH 8.0 (Figura 21). 
Las mezclas se incubaron durante 3 h a temperatura ambiente. Posteriormente, 
para visualizar el grado de entrecruzamiento se tomó una muestra de cada una de 
las mezclas y se corrieron en un gel SDS-PAGE al 10 %. El resto de mezcla del 
ensayo se conservó a 4 ºC y se utilizó para los ensayos posteriores de 
autofosforilación. 
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2) Entrecruzamiento con DTBP 
 
El ensayo de entrecruzamiento covalente también se realizó con un análogo 
de DMS, dimetil-3-3'-ditiobispropionimidato (DTBP). Éste contiene un puente 
disulfuro de modo que el entrecruzamiento es reversible bajo condiciones 
reductoras (Figura 21). El ensayo se realizó de forma análoga al de DMS aunque 
tan sólo se incubó durante 1 h el entrecruzamiento.  
 
 
 
 
 
Figura 21. Reacción de entrecruzamiento entre el grupo amino de un residuo de 
Lys (amina primaria) y el imidoester DTBP. En dicha reacción se muestra el 
entrecruzamiento de DTBP con dos proteínas quedando entrecruzadas con un brazo 
espaciador de 11.9 Å.  
 
Para comprobar el grado de entrecruzamiento, se tomó parte de muestra y 
se corrió un gel SDS-PAGE al 10 %. El resto de muestra se conservó a 4 ºC y 
seguidamente realizó el ensayo de autofosforilación. Para analizar que las 
especies se habían entrecruzado, las bandas correspondientes a dichas especies 
se cortaron y se corrieron en un gel SDS-PAGE al 10 %. Previamente a la 
electroforesis, se añadió a los pocillos del gel que contenían la banda cortada 
tampón de carga SDS-PAGE con el doble de β-mercaptoetanol (1,4 M) para 
reducir el entrecruzamiento. 
3.10. Ensayos de cristalización  
3.10.1. Cristalización del complejo HK853-CD:RR468 
 
La búsqueda de las condiciones iniciales de cristalización del complejo 
HK853-CD:RR468 se realizaró a 21 ºC utilizando el método de difusión de 
vapor de la gota sentada en placas Greiner CrystalQuick de 96 pocillos y el kit 
NH2 + pH 8-9
DTBPProteína
+ MetanolO S S O
NH2Cl
NH2Cl
H
N S
S N
HNH
NH
Entrecruzamiento revesible
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Research Crystal Screen HT (Hampton Research, Aliso Viejo, CA). Las gotas de 
cristalización para el complejo HK853-CD:RR468, se prepararon mezclando 1 
µl del complejo (10 mg/ml HK-CD y 7,5 mg/ml del RR, 4 mM AMP-PNP 
(adenosín 5’-(β,γ-imido) trifosfato), 4 mM MgCl2) y 1 µl de la mezcla de 
cristalización. Posteriormente, las condiciones iniciales de cristalización 
obtenidas se optimizaron con el método de difusión de vapor de la gota colgante 
en placas VDX de 24 pocillos. Las condiciones finales que produjeron cristales 
con difracción a mejor resolución contenían 1,55-1,7 M sulfato amónico, 1,5-2 
% dioxano y 0,1 M de citrato sódico pH 5,6. Tanto los cristales del complejo 
HK-RR como del complejo HKSeMet-RRSeMet crecieron en las mismas 
condiciones.    
3.10.2. Cristalización de RR468 en solitario 
 
Para la cristalización de RR468 en solitario, se siguió la misma 
aproximación que para el complejo. Las gotas de cristalización para RR468 se 
prepararon mezclando 1 µl de RR468 a 15 mg/ml y 1 µl de la mezcla de 
cristalización. Con el fin de obtener mejores cristales, las condiciones iniciales 
de cristalización (30 % PEG 3350, 0,2 M sulfato amónico y 0,1 M Tris pH 8,5) 
se optimizaron mediante dos tipos de aproximaciones. En la primera, se varió el 
tipo de PEG y sal. En la segunda se diseñó un nuevo screening donde cada 
condición contenía estas condiciones de cristalización más un 15 % de la 
condición Crystal Screen HT. De este modo, se obtuvieron los mismos cristales 
anteriores que en las condiciones habituales (en forma de aguja) y nuevos 
cristales con forma hexagonal. Los cristales en forma de aguja (forma 
cristalográfica I) se obtuvieron en las condiciones iniciales variando el PEG 
(3350 u 8000) entre el 25 y el 30%. Los cristales con forma hexagonal (forma 
cristalográfica II) se obtuvieron en las mismas condiciones que I pero añadiendo 
un 4 % de 2-metil-2,4-pentanodiol (MPD).  
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3.11. Análisis del complejo HK853-CD:RR468 en el cristal 
 
El contenido de proteína en el cristal fue analizado mediante electroforesis 
SDS-PAGE. Para ello, los cristales del complejo se lavaron varias veces con 
disolución madre (1,7 M sulfato amónico, 2,5 % dioxano y 0,1 M citrato sódico 
pH 5,6) y cada uno se disolvió en tampón de carga SDS-PAGE. Posteriormente, 
se corrió un gel SDS-PAGE al 15 % con cada una de las muestras junto a dos 
muestras con cantidades conocidas de HK853-CD y RR468 como control. Para 
visualizar las bandas, los geles se tiñeron tanto con Coomasie-Blue como con 
Sypro Ruby y fueron escaneados y cuantificados por el método habitual.  
3.12. Recogida de datos de difracción y procesado 
3.12.1. Disolución crioprotectora  
 
La congelación de los cristales se realizó mediante una inmersión previa del 
cristal en una disolución crioprotectora, para evitar la formación de hielo 
cristalino en el cristal, y una posterior inmersión en nitrógeno líquido. Los 
cristales del complejo HK853-CD:RR468 se congelaron en una disolución 
crioprotectora que contenía la disolución madre donde se habían formado los 
cristales (1,7 M sulfato amónico, 2,5 % dioxano y 0,1 M de citrato sódico pH 
5,6) más un 27% de sacarosa. La adición del crioprotector se realizó en repetidos 
y espaciados pasos de 1-2 μL sobre la gota donde habían crecido los cristales. 
Los cristales de RR468 para la forma I y II se congelaron mediante 
inmersión en una disolución crioprotectora que contenía la disolución madre 
más un incremento del 15 % de la concentración del PEG donde habían crecido 
más un 5 % de etilenglicol.  
3.12.2. Cristales del complejo HK853-CD:RR468 
 
La difracción de los cristales del complejo conteniendo SeMet se llevó a 
cabo en la línea BM16 en el sincrotrón ESRF (Grenoble, Francia). Se recogieron 
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datos de difracción hasta una resolución de 2.92 Å mediante un experimento de 
dispersión anómala a varias longitudes de onda (MAD) (Hendrickson, 1991) 
(Hendrickson and Ogata, 1997). Para elegir las longitudes de onda (λ) adecuadas 
para obtener diferencias anómalas, se realizó un espectro de fluorescencia sobre 
el cristal de HK853-CD:RR468 conteniendo SeMet. Las λ escogidas 
correspondieron al punto máximo del pico de absorción del átomo de Se λ1 
(0,97950 Å), al punto de inflexión del pico λ2 (0,97935 Å) y a un valor remoto 
donde la absorción del Se es mínima λ3 (0,95298 Å). Posteriormente, se 
recogieron datos de difracción a mayor resolución 2,8 Å del complejo HK853-
CD:RR468 formado por las proteínas silvestres a una λ (0,931 Å) en la línea 
ID14-3 del ESRF. En ambos casos, las imágenes fueron integradas utilizando el 
programa MOSFLM (Leslie, 1992) y escaladas mediante el programa SCALA 
del paquete CCP4 (1994).  
3.12.3. Cristales de RR468 en solitario 
 
Para los cristales de RR468 libre en la forma I se recogieron datos de 
difracción correspondientes a dos cristales. El primer cristal crecido en 30 % 
PEG 3350, 0,2 M sulfato amónico y 0,1 M Tris pH 8,5 fue recogido en la línea 
ID23 del ESRF a una λ (0,96874) y difractó hasta una resolución de 2,8 Å. El 
segundo creció en 28 % PEG 8000, 0,2 M sulfato amónico y 0,1 M Tris pH 8,5 y 
fue recogido en la línea BM16 a una λ (1,008 Å) y difractó con mejor 
resolución, 2,0 Å. Para la forma cristalina II, la difracción del cristal en 
diferentes orientaciones mostró que el límite mayor de difracción no superaba 
los 4 Å, presentando además la difracción una alta anisotropía. Así pues, se 
decidió no recoger datos completos de difracción aunque si se recogieron 
algunas imágenes a diferentes orientaciones para conocer el grupo espacial y as 
dimensiones de celda. 
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3.13. Determinación y análisis de la estructura  
3.13.1. Determinación de la estructura y refinamiento 
 
Para determinar la estructura del complejo HK853-CD:RR468 a partir de 
los datos de MAD se calcularon unas fases iniciales utilizando el programa 
SOLVE (Terwilliger and Berendzen, 1999) que posteriormente se mejoraron con 
el programa RESOLVE (Terwilliger, 2000). Estas fases fueron transferidas a los 
datos del cristal nativo que era isomorfo y extendidas a su máxima resolución 
mediante técnicas de extensión de fase utilizando el programa DM del paquete 
CCP4. Durante la extensión de fase, se utilizaron algoritmos de aplanamiento de 
solvente, simetría no cristalográfica (un dímero de HK-RR estaba presente en la 
unidad asimétrica) e Histogram matching. Estas fases permitieron calcular un 
mapa de densidad electrónica con el que se pudo construir manualmente un 
modelo inicial usando el programa O (Jones et al., 1991) y posteriormente el 
programa COOT (Emsley and Cowtan, 2004) tomando como modelo de partida 
los dominios de HK853-CD y del RR PhoB. Este modelo fue refinado utilizando 
los programas CNS (Brunger et al., 1998) y REFMAC5 (Murshudov et al., 
1997). Se realizaron varios ciclos de trazado y refinado automático con adición 
de solvente hasta que la estructura no pudo mejorarse más. La geometría final 
del modelo fue comprobada utilizando el programa PROCHECK del paquete 
CCP4.  
Para determinar la estructura de RR468 en solitario, las fases iniciales se 
obtuvieron mediante reemplazo molecular con el programa MolRep del paquete 
CCP4 utilizando las coordenadas espaciales de RR468 en el complejo. El 
refinado de dicho modelo fue realizado del mismo modo descrito anteriormente 
y el trazado se realizó íntegramente con el programa COOT. 
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3.13.2. Análisis de la estructura 
 
Para el análisis de las estructuras, se utilizaron los siguientes programas del 
paquete CCP4: LSQKAB, para realizar superposiciones con las estructuras 
enumeradas en la Tabla 7; CONTACT para calcular distancias intermoleculares 
entre dominios o entre residuos las dos moléculas del complejo; AREAIMOL 
para calcular la superficie accesible al solvente de los residuos; TLS para 
mejorar el refinamiento teniendo en cuenta la anisotropía y las diferencias 
globales en los desplazamientos entre átomos asignando un modelo de cuerpo 
rígido; Dyndom para determinar qué movimientos se producen entre dos 
dominios de una proteína a partir de dos conformaciones diferentes, así como 
caracterizar el eje bisagra y los residuos implicados en dicho movimiento (Lee et 
al., 2003). Todas las figuras conteniendo estructuras de proteínas fueron 
realizadas con el programa PyMOL (DeLano, 2002).     
 
Tabla 7. Siglas del PDB correspondientes a 
las proteínas utilizadas en el análisis de 
estructura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
La estructura del complejo formado por HK853-CD:RR468 y de RR468 
libre han sido depositadas en el PDB con las siguientes siglas 3DGE y 3DGF, 
respectivamente.   
 
Proteína PDB 
  
CheY_T. maritima 1TMY 
CheY_E. coli 1CHN 
PhoB 1B00 
PhoB_BeF3- 1ZES 
EnvZ_DHp 1JOY 
EnvZ_CA 1BXD 
PhoQ_CA 1ID0 
HK853-CD 2C2A 
Spo0B:Spo0F_Mg_BeF3- 2FTK 
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4.1. Buscando la conformación de autofosforilación 
 
El primer paso en la transducción de la señal mediada por un TCS implica 
la autofosforilación de la HK sensora. La resolución de la estructura 
tridimensional de la porción citoplasmática de HK853-CD (Marina et al., 2005), 
permitió proponer un modelo de la conformación de autofosforilación (Figura 
19B). Este modelo estaba basado en los datos bioquímicos disponibles de las 
HKs CheA, EnvZ y NtrB, los cuales demostraban que la reacción de 
autofosforilación se realizaba mediante un mecanismo TRANS (Cai and Inouye, 
2003; Ninfa et al., 1993). El modelo se realizó mediante el acoplamiento del 
dominio CA de una subunidad, con el dominio DHp de la subunidad contraria, 
alineando el fosfato γ de una molécula de ATP en CA con la His fosforilable en 
DHp (Marina et al., 2005). Sin duda, esto era sólo un modelo estructural para 
comprender cómo se llevaba a cabo la reacción de autofosforilación por lo que 
decidimos obtener la estructura tridimensional de HK853-CD en la 
conformación de autofosforilación.  
El hecho de que no se hubiera resuelto la estructura de ninguna HK en su 
conformación de autofosforilación indicaba que probablemente ésta era una 
conformación transitoria e inestable. Así pues, decidimos que la mejor estrategia 
para poder cristalizarla era fijar dicha conformación mediante la formación de un 
puente disulfuro entre los dominios DHp y CA. Para ello, se escogieron varios 
residuos de los dominios DHp y CA que se encontraban a menos de 6 Å en el 
modelo propuesto para la conformación de autofosforilación y se mutaron a Cys. 
Si nuestro hipótesis era cierta, cuando HK853-CD se autofosforilase, el dominio 
CA que contiene el nucleótido debía quedar enfrentado al DHp donde está la 
His, de forma que los residuos mutados a Cys, uno de DHp y otro de CA, 
podrían quedar lo suficientemente cerca para dar lugar a la formación de un 
puente disulfuro. Los residuos elegidos para ser mutados a Cys en DHp fueron 
E253C (mutante A), N257C (B), R263C (C), mientras que en CA Q372C (E), 
N379C (F), Q427C (G), V439C (H) (Figura 22).  
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Figura 22. Localización de residuos mutados a Cys en HK853-CD en la 
conformación de autofosforilación. (A) Conformación de autofosforilación propuesta 
para HK853-CD. Se muestra la His260 y la tapadera del ATP así como la localización de 
los residuos mutados a Cys en dicha conformación. (B) Amplicación de la localización de 
los residuos mutados a Cys en el dominio DHp (E253, N257C, R263) de una subunidad 
(magenta) enfrentados a los residuos del dominio CA de la subunidad contraria (rosa) 
(Q372C, N379, Q427). El residuo V439, que se encuentra en la tapadera del ATP no se 
muestra ya que la tapadera del ATP no pudo trazarse en la estructura de HK853-CD 
libre.    
 
Dado que de acuerdo a nuestro punto de partida suponíamos que la 
fosforilación debía darse en TRANS, fue necesario combinar dos mutantes, uno 
con mutación en DHp y otro con mutación en CA, respectivamente. La 
formación de un puente disulfuro en el heterodímero podría ser observada 
mediante un gel SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol. 
Como se observa en la Figura 23A, los geles SDS-PAGE sin β-
mercaptoetanol muestran bandas asignables a la formación de heterodímeros en 
todas las mezclas que contienen R253C (A) o V439C (H). Sin embargo, los 
controles sujetos a las mismas condiciones de oxidación, mostraban la aparición 
de especies homodímeras unidas mediante puente disulfuro en los mutantes 
R253C (A) y V439C (H). Esto indicaba que no se había obtenido ningún 
heterodímero sino homodímeros de estos mutantes.  
E253
N257
R263
Q372
N379
Q427
V439
A B
ATP
H260
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Figura 23. Análisis de dimerización con proteínas mutantes. En A) se presenta un gel 
SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol con todas las combinaciones DHp-CA para cada una 
de las mutaciones así como los controles. En B) se muestra un gel nativo-PAGE sin β-
mercaptoetanol de los simples mutantes.  
 
Para comprobar si los homodímeros se formaban a través de un puente 
disulfuro intra-dímero o inter-dímero analizamos las muestras por geles Nativo-
PAGE (Figura 23B). Se observó que todos los mutantes migraban 
mayoritariamente como una sola banda asignable, lógicamente, al dímero con 
excepción del mutante R253C (A), que presentaba además de esta banda, otras 
de menor movilidad. Esto concuerda con la formación de un puente disulfuro 
intermolecular y por consiguiente con la aparición de bandas correspondientes a 
oligómeros de mayor orden.  
En el caso del mutante en CA V439C (H) no se formaron especies de 
tamaño superior al dímero, por lo que interpretamos que el enlace era intra-
dímero. Comprobamos que el mutante V439C producía un homodímero 
SDS-PAGE 
DHp
A (E253C)
B (N257C)
C (R263C)
CA
E (Q372C)
F (N379C)
G (Q427C)
H (V439C)
GFECBH
GFECBHM
A
A
E
A
FE
M CC
H
C
G
C
F
A
G
A
H
A
E
B
F
B
G
B
H
B
Nativo-PAGE
116.0
66.2
45.0
35.0
25.0
18.4
GFHEA
GFHEBA
C
C
B
A
B
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Controles
►
Dímero
►
Monómero
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funcional que podía autofosforilarse del mismo modo que la proteína silvestre 
(Figura 24).  
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Autofosforilación del mutante HK853 (V439C) y de HK853-CD silvestre. 
Gel SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol en el que se muestra la fosforilación del mutante 
V439C y de la proteína silvestre a dos tiempos de incubación (30 y 60 min). 
 
La mutación V439C se encuentra en el final del lazo de la tapadera del 
ATP, así pues, para que los dominios CA de cada subunidad interaccionen de 
forma intramolecular, la tapadera del ATP de cada una debe acercarse. Según el 
modelo estructural propuesto para la autofosforilación (Figura 22), para que la 
tapadera del ATP de ambas subunidades se acerque, la conformación que deben 
adquirir los dominios CA unidos mediante puente disulfuro para el mecanismo 
de autofosforilación debe ser totalmente diferente al modelo propuesto. Esto 
resulta difícil de interpretar con los datos bioquímicos y estructurales de que se 
dispone. 
El hecho de que no se hubiera obtenido un heterodímero unido mediante 
puente disulfuro indicaba que a) nuestro modelo inicial de autofosforilación en 
TRANS era incorrecto o b) la metodología seguida no era adecuada para formar 
los heterodímeros. Estudios posteriores del mecanismo de autofosforilación 
revelaron que ambas posibilidades eran ciertas ya que, I) la metodología 
utilizada no permitió disociar los homodímeros y II) el mecanismo de 
autofosforilación propuesto era erróneo. Para esclarecer la conformación 
adquirida por el mutante V439C (H) se están realizando estudios estructurales.   
 
 
HK853 (V439C)2-CD ~ P
30’0’ 60’
◄
HK853 (V439C)-CD ~ P
◄
HK853-CD ~ P◄
30’0’ 60’
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4.2. Estudio de la reacción de fosfotransferencia 
 
Para abordar el estudio de la reacción de fosfotransferencia, en primer 
lugar, había que identificar el RR que actuaba HK853, dado que es una HK 
huerfana.  
4.2.1. Caracterización e identificación del RR que interacciona con 
HK853 
 
Los ORFs correspondientes a HK y RR que forman un TCS suelen 
encontrarse en un mismo operón. Observamos que en T. marítima, el ORF 
correspondiente a TM0853 no tenía ningún ORF cercano correpondiente a un 
RR, por lo que calificamos a HK853 como una HK huérfana. Tras realizar una 
evaluación genómica de T. marítima identificamos 8 ORFs correspondientes a 
HKs y 10 ORFs a RR. De todos estos ORFs, 7 pares sensor/regulador se 
encontraban organizados en operones mientras que los otros 4 ORFs restantes 
eran huérfanos. Estos últimos correspondían a la única HK huérfana de T. 
marítima TM0853 y a los tres RRs TM0143, TM0468 y TM0842. El análisis de 
secuencia de estos tres RRs, utilizando la herramienta Pfam, mostró que aparte 
del dominio aceptor, ninguno de los tres RRs contenía dominio efector de unión 
a ADN -el dominio más común en los RRs (65% de los RRs lo presentan)-. En 
concreto, RR143 contiene un dominio efector GGDEF y RR842 un dominio 
efector que se asigna, con baja homología, al dominio GGDEF. Por otra parte, 
RR468 carece de dominio efector, como el 14% de los RRs bacterianos (Gao et 
al., 2007), entre ellos RRs bien caracterizados como CheY y Spo0F.  
Partimos de la hipótesis que el RR que actuaba con HK853 sería uno de los 
tres RRs huérfanos. Para comprobarlo, se realizaron ensayos de 
fosfotransferencia basados en la estrategia desarrollada por Michael T. Laub y 
col. (Biondi et al., 2006) en la que las HKs muestran in vitro preferencia cinética 
por su diana in vivo, es decir, las HKs, in vitro, son capaces de fosfotransferir 
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rápidamente (menos de 10 s) el grupo fosforilo al RR con el que actúan in vivo. 
Los ensayos de fosfotransferencia se realizaron tanto con HK853-CD como con 
la proteína completa (HK853-FL), ya que pese a ser una proteína de membrana, 
parte se expresaba de forma soluble a 37 ºC (Marina et al., 2005). Utilizamos 
como control otra HK del mismo organismo, HK400, que formaba operón con el 
RR TM0399, para poner de manifiesto si alguno de los RRs era “promiscuo” 
actuando de forma inespecífica sobre otra HK de T. marítima. Para el ensayo, las 
tres proteínas HKs se, expresaron en E. coli y se purificaron procediendo a 
fosforilarlas durante 30 min. Posteriormente se evaluó la fosfotransferencia 
añadiendo los tres RRs (RR143, RR468 y RR842), expresados en E. coli y 
purificados,, parando la reacción bien a los 10 s, bien al cabo de 1 h.  
Los geles SDS-PAGE autoradiografiados (Figura 25) muestran que la 
fosfotransferencia de HK853-FL y HK853-CD a RR468 es muy rápida, ya que a 
los 10 s ya no se observa marca radioactiva, mientras que para RR143 y RR842 
la fosfotransferencia es indetectable a los 10s y muy baja a la hora.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 25. Ensayo de fosfotransferencia entre HK853-CD, HK853-FL y HK400-CD 
con los RRs huérfanos de T. maritima RR468, RR143 y RR842. La autofosforilación 
de las HKs se realizó durante 30 min y posteriormente se adicionó cada uno de los RRs 
parando la reacción a los 10 s y a la 1 h. (HK-C) control de nivel de fosforilación de la HK 
a tiempo final en el ensayo de fosfotransferencia.  
 
Por otra parte, no se observa fosfotransferencia para HK400-CD con 
ninguno de los RR. El hecho de que haya cierta fosfotransferencia a RR143 y 
RR468
HK853-CD ~ P
10s 10s 10s1h 1h 1h 1h
RR143 RR842
◄
HK853-FL ~ P
◄
HK400-CD ~ P
◄
HK-C
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HK853-CD ~ P ◄
RR468
10s1h 1h
◄RR468 ~ P
RR842 al cabo de 1 h no es sorprendente ya que está directamente relacionado 
con la alta homología estructural que presentan todos los dominios catalíticos de 
las HKs y los RRs favoreciendo una interacción inespecífica a tiempos largos de 
incubación (Laub et al., 2007). 
Los datos obtenidos demuestran que HK853 tiene una clarísima preferencia 
cinética por RR468 respecto de los otros dos RRs. Por otra parte, los resultados 
también indican que RR468 carece de actividad inespecífica, ya que no existe 
significativa fosfotransferencia con HK400-CD, demostrando que en nuestro 
caso la reacción es específica entre el par sensor/regulador de HK853/RR468 
(Figura 25).  
4.2.2. Fosforilación y defosforilación de RR468 
 
La fosfotransferencia del grupo fosforilo desde HK853 a RR468 se debería 
correlacionar con la correspondiente aparición de la banda fosforilada de RR468. 
La ausencia de dicha banda en los geles SDS-PAGE autoradiografiados (Figura 
26) puede indicar dos cosas; 1) RR468~P es altamente inestable con una vida 
media muy baja y/o 2) HK853 presenta una elevadísima actividad fosfatasa 
sobre RR468~P. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Ensayo de fosfotransferencia entre HK853-CD y RR468. HK853-CD se 
autofosforiló durante 30 min y posteriormente se adicionó RR468 parando la reacción a 
los 10 s y a la 1 h. En el gel se indica la posición que debería corresponder a la banda 
marcada radioactivamente de RR468 después de la fosfotransferencia. 
 
Con el fin de determinar la causa de la inestabilidad de RR468 fosforilado, 
necesitábamos fosforilar el RR, sin embargo, esto no era posible utilizando 
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HK853. Para ello, utilizamos una aproximación similar a la aplicada para 
estudiar la estabilidad de RRs fosforilados como CheY, PhoB, NtrB (McCleary 
and Stock, 1994) donde la especie fosforilada se obtiene incubando con 
acetilfosfato y un catión divalente (Mg2+, Mn2+, Ca2+).  
Para la discriminación entre la proteína RR468 fosforilada y la no 
fosforilada se realizó una electroforesis Nativa-PAGE. En este caso, se observó 
que la banda correspondiente a RR468~P/Mg2+ migraba más lentamente que la 
banda correspondiente a RR468 no fosforilado (Figura 27). Al realizar la 
fosforilación de RR468 con acetilfosfato en presencia de magnesio, 
comprobamos en el gel Nativo-PAGE que RR468 se encontraba totalmente 
fosforilado, incluso incubando la muestra de RR468~P durante varias horas, por 
lo que pensamos que la estabilidad de RR468~P era muy alta (Figura 27). Sin 
embargo, dicha estabilidad podía estar enmascarada por la presencia de un 
exceso de acetilfosfato libre, no consumido durante la fosforilación, y que podría 
seguir fosforilando a RR468. Para abordar este problema, decidimos fosforilar 
RR468 con acetilfosfato y seguidamente eliminar el exceso mediante 
cromatografía. Después de seguir este protocolo y conservar las muestras a 4 ºC, 
se analizaron los niveles de fosforilación a los 10 min, 4 y 24 h como se observa 
en la Figura 27. La muestra de RR468~P no purificada (BC) seguía casi 
totalmente fosforilada, lo que indicaba que un exceso de acetilfosfato libre podía 
seguir fosforilando a RR468 defosforilado. Sin embargo, si RR468~P se 
purificaba (AC) eliminando el exceso de acetilfosfato libre no consumido en la 
fosforilación, se observaba un 89 % de fosforilación a los 10 min de incubación, 
71 % a las 4 h y 39 % a las 24 h. El tiempo de vida media (t1/2) calculado para 
RR468~P a 4 ºC, a partir de estos datos fue de 19 h indicando que RR468~P era 
muy estable en estas condiciones. 
Obviamente el tiempo de vida media de RR468-P calculado no es 
fisiológico, ya que T. maritima vive a temperaturas aproximadas a 80 ºC; por lo 
que decidimos determinar la vida media de RR468~P a esa temperatura.  
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Figura 27. Ensayo de fosforilación de RR468 con acetilfosfato (AcP). En A se 
muestran los geles con RR468 fosforilada a 4 ºC (10 min, 4 h y 24 h). Para cada tiempo 
se muestra los resultados para RR468 antes de fosforilarse (-AcP), después de 
fosforilarse sin purificar (BC), purificada (AC) y al adicionar HK853-CD. En B se muestra 
un gel correspondiente a la estabilidad de RR468~P a 80 ºC. La vida media (t1/2) de 
RR468~P se ha calculado como Ln2/pendiente en las gráficas a 4 y 80 ºC, 
respectivamente.  
 
Como se muestra en la Figura 27, la vida media a 80 ºC desciende hasta los 
2 min. Este valor esta dentro del orden de los previamente obtenidos para CheY 
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y NtrC, indicando que RR468 se comporta como sus homólogos mesófilos a 
temperaturas fisiológicas de T. maritima (Hsing and Silhavy, 1997). 
La adición de HK853-CD inmediatamente antes de cargar las muestras en 
el gel (Figura 27) daba lugar a la completa defosforilación de RR468~P y a la 
formación del complejo HK853-CD:RR468. Con el fin de observar la banda 
correspondiente a RR468 en solitario, añadimos un exceso de RR468 
correspondiente a cinco veces la relación molar respecto HK853-CD, 
observándose que todo RR468 añadido se defosforilaba. Estos ensayos 
demostraban que HK853-CD tenía una alta actividad fosfatasa que mediaba la 
defosforilación de RR468 y que en ausencia de HK853-CD, RR468 se 
defosforilaba de acuerdo a su vida media, que a temperaturas de ensayo 
habituales, era muy elevada. Estos resultados explicaban a su vez la ausencia de 
banda marcada radioactivamente correspondiente a RR468~P en los ensayos de 
fosfotransferencia.  
Con el objetivo de comprobar que la His fosforilable estaba implicada en la 
actividad fosfatasa de HK853 y que el dominio CA actuaba como modulador 
alostérico de dicha actividad (Hsing and Silhavy, 1997; Zhu et al., 2000), 
repetimos los ensayos de defosforilación de RR468~P con varios mutantes de 
HK853-CD. También realizamos dicho ensayo en presencia y ausencia de los 
ligandos ADP y AMP-PCP. Como se observa en la Figura 28, el mutante que 
carece de His fosforilable (H260A:CD-ΔHis) defosforila un 44 % de RR468~P, 
frente al 100 % de la proteína silvestre. Por otra parte, el doble mutante que no 
puede unir nucleótido (N380A/D411A:CD-ΔATP) defosforila un 84 % y el 
mutante que carece de His fosforilable y no puede unir nucleótido 
(H260A/N380A/D411A:CD-ΔNull) defosforila el 42 % de RR468~P.  
Estos datos demuestran que la defosforilación de RR468 en ausencia o 
presencia de ligando es similar, y que la His fosforilable juega un papel 
importante en la actividad fosfatasa de HK853-CD. Por otra parte, la inhibición 
en un 15 % de la actividad fosfatasa en presencia del mutante en el dominio CA, 
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hace suponer que éste pueda jugar un papel alostérico favoreciendo la actividad 
fosfatasa de HK853-CD.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Defosforilación de RR468~P adicionando varios mutantes de HK853-CD. 
En la parte superior se muestra un gel Nativo-PAGE donde se representa RR468 sin 
fosforilar (-AcP), RR468~P con acetilfosfato después de purificar (+ACP) y la posterior 
adición de HK853-CD silvestre (WT; azul) o mutante (CD-ΔHis; rosa, CD-ΔATP; verde y 
CD-ΔNull; amarillo). En la parte inferior se muestra la cuantificación del ensayo tanto en 
ausencia como presencia de ADP y AMP-PCP (se realizó por triplicado).  
 
4.2.3. Estudio de la estequiometría del complejo HK-RR 
 
El estudio de la estequiometría del complejo formado entre una HK y su 
RR había sido abordado con anterioridad en el sistema EnvZ:OmpR (Yoshida et 
al., 2002) utilizando una HK truncada que presentaba únicamente región 
citoplasmática. En nuestro caso, decidimos abordar por primera vez la 
estequiometría de un TCS completo formado por una HK completa, HK853-FL, 
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y un RR completo, RR468, para analizar si esta estequiometría difería de la 
estequiometría del dominio citoplasmático. De forma paralela determinamos la 
estequiometría del complejo HK853-CD y RR468.  
 
I) Análisis estequiométrico mediante electroforesis Nativo-PAGE 
 
Para poder visualizar el complejo formado por HK853-FL:RR468 y 
HK853-CD:RR468 utilizamos electroforesis Nativo-PAGE, ya que las bandas 
formadas por los complejos migraban más lentamente que las proteínas 
individuales (Figura 29). Esta técnica ha sido utilizada anteriormente para 
caracterizar el complejo formado por EnvZ y OmpR (Yoshida et al., 2002). 
Para estudiar la relación estequiométrica de unión HK853-FL:RR468 y 
HK853-CD:RR468 se realizaron varias mezclas de ambas proteínas a diferentes 
relaciones molares (5:1, 2.5:1, 1:1, 1:2.5, 1:5). Los resultados obtenidos (Figura 
29A) muestran que el complejo HK853-CD:RR468 se formó a todas las 
relaciones molares ensayadas manteniéndose constante tanto al añadir un exceso 
de HK853-CD como de RR468. Del mismo modo, en el gel nativo (Figura 29A) 
correspondiente al estudio del complejo HK853-FL:RR468 se observa una 
banda que migra más lenta atribuible a la formación del complejo y que se 
mantiene constante en todas las relaciones molares estudiadas. Con el objetivo 
de cuantificar la relación molar existente entre las proteínas que forman el 
complejo, las bandas correspondientes al complejo en todas las relaciones 
molares se cortaron en el gel nativo y se corrieron en un gel SDS-PAGE (Figura 
29B). Para visualizar las bandas utilizamos tinción con Coomasie-Blue y con 
Sypro Ruby (Molecular Probes), una sonda fluorescente que interacciona con 
aminoácidos básicos permitiendo cuantificar proteínas. Posteriormente, 
mediante densitometría, se cuantificaron las bandas y se calculó el cociente 
HK/RR para cada relación molar estudiada. Para los complejos HK853-
CD:RR468 y HK853-FL:RR468 se obtuvieron unas relaciónes molares HK/RR 
alrededor de 2 y 4, respectivamente, con ambos métodos de tinción.  
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Figura 29. Estudio de la estequiometría del complejo HK853-CD:RR468 (geles 
izquierda) y HK853-FL:RR468 (geles derecha). En A, se presentan los geles Nativo-
PAGE de las mezclas de cada una de las proteínas a diferentes relaciones molares 
(HK853:RR468, 5:1, 2.5:1, 1:1, 1:2.5, 1:5). En B se presentan los geles SDS-PAGE de 
cada una de las bandas correspondientes a los complejos de A. En C, se representa la 
relación molar entre HK853 y RR468 para cada banda calculado mediante densitometría 
(este valor es la relación frente a la relación estequiométrica). Los valores obtenidos son 
representación de al menos tres experimentos y el coeficiente de variación fue menor del 
10 % para los ensayos realizados con HK853-CD y menor del 15 % para HK853-FL. 
 
Los resultados estequiométricos obtenidos coinciden con los datos teóricos 
de 2,12 para la relación molar de HK853-CD (MW=29.340)/RR468 
(MW=13.829) y 4,24 para HK853-FL (MW=56.017)/RR468 (MW=13.829). De 
la relación entre los resultados experimentales y teóricos (Figura 29C) obtenidos, 
alrededor de 1, se concluye que una subunidad de HK853 une una molécula 
RR468. Teniendo en cuenta que HK853 es un dímero, habría dos moléculas de 
RR468 por dímero de HK853. Tanto HK853 completa como su porción 
citoplasmática unen RR468 en la misma relación estequiométrica 1:1 -(HK853)2 
:2RR468-. Otro dato que puede extraerse de la observación de los geles nativos 
es la ausencia de bandas intermedias que determinen relaciones molares 
diferentes a la estequiométrica como por ejemplo, 2:1 un dímero de HK853-CD 
con una molécula de RR468, o 2:3, un dímero con tres moléculas de RR468, 
indicando que la unión entre ambas proteínas es cooperativa.  
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II) Análisis estequiométrico mediante ultracentrifugación analítica 
 
Aunque los datos obtenidos mediante el análisis electroforético eran 
consistentes con datos previos de la bibliografía, quisimos corroborar los 
resultados utilizando como segunda aproximación el análisis mediante 
ultracentrifugación analítica. 
El análisis estequiométrico del complejo HK853: RR468 se basó en los 
métodos de velocidad y equilibrio de sedimentación por ultracentrifugación 
analítica correspondiente con un estudio hidrodinámico y termodinámico del 
complejo formado. Estos estudios se realizaron en colaboración con del Dr. 
Germán Rivas del Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC). En el análisis 
por velocidad de sedimentación las muestras se someten a un alto campo 
centrífugo (en nuestro caso, velocidad 50.000 rpm) que permite separar las 
especies macromoleculares presentes en la disolución en función de su 
coeficiente de sedimentación (s) (una función de la masa, la densidad y la forma 
macromolecular). Estos experimentos nos dan información sobre el grado de 
homogeneidad o heterogeneidad de dichas especies, útil para detectar y 
cuantificar la estequiometría así como la afinidad de complejos 
macromoleculares. El método de equilibrio de sedimentación consiste en 
sedimentar las muestras a un bajo campo centrífugo (en nuestro caso: 22,000 
rpm) durante un tiempo tal (12-18 h) que permita alcanzar la condición de 
equilibrio, estableciéndose un balance entre las fuerzas de centrifugación y 
difusión. En estas condiciones, el gradiente de concentración de las especies 
macromoleculares presentes en la disolución ya no cambia con el tiempo y cada 
especie posee un gradiente definido, que permite calcular la masa molecular de 
las especies que sedimentan, y el análisis cuantitativo preciso de los procesos de 
asociación, en términos de estequiometría y afinidad de los complejos que se 
forman (Howlett et al., 2006).  
Como primer paso realizamos un análisis de distribución de (s) para 
HK853-FL y RR468 que permitió evaluar la homogeneidad de las especies 
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formadas así como la formación del complejo. En la figura 30 se muestran los 
perfiles de velocidad de sedimentación de una disolución de HK853-FL (17 μM) 
y de RR468 (17 μM), donde más del 90% de las especies sedimentaban con un 
valor de s = 5,0 y 1,4 S, respectivamente. Estos valores indican la presencia de 
HK853-FL como dímero y RR468 como monómero.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Análisis de velocidad de sedimentación del complejo HK853-FL:RR468 
en disolución. Se muestran las distribuciones del coeficiente de sedimentación (s) para: 
HK853-FL (círculos), RR468 (puntos) y de diferentes mezclas conteniendo cantidades 
equimoleculares (línea) o un exceso molar (2,5) de RR468 (rayas). 
 
Conocidos los valores de s para cada una de las proteínas se analizaron 
diferentes mezclas conteniendo HK853-FL y RR468 en cantidades 
equimoleculares y en exceso (2,5 y 5 veces la concentración molar). Así en las 
diferentes mezclas se obtuvieron los valores de s para cada una de las dos 
especies. La mezcla conteniendo cantidades equimoleculares de HK853-FL y 
RR468 sedimentó esencialmente más rápido (5,9 S) que una sola especie 
sugiriendo que dicha especie correspondía a la formación de un complejo 1:1. 
Este último dato se vio reforzado por los datos del análisis de velocidad de 
sedimentación de una mezcla de HK853-FL con un exceso molar 2,5 de RR468, 
en el cual se observó un comportamiento bifásico que dio lugar a dos picos 
separados; uno que sedimentó más lentamente (s: 1,4S) correspondiente a un 
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exceso molar de RR468 libre, no unido y otro que sedimentó más rápido y que 
correspondía con el pico 5,9 S del complejo 1:1. La estequiometría de unión del 
complejo se verificó posteriormente mediante un experimento de equilibrio de 
sedimentación obteniendo una relación molar HK853-FL:RR468 de 1:1. Todos 
estos mismos experimentos se realizaron con HK853-CD y RR468 observándose 
los mismos resultados. Así pues, mediante velocidad y equilibrio de 
sedimentación se observó la presencia de un solo tipo de complejo que se 
corresponde con un dímero de HK853 y dos moléculas de RR468, corroborando 
los datos obtenidos mediante la aproximación electroforética. 
4.3. Cristalización del complejo HK853-CD:RR468 
 
En paralelo al estudio bioquímico de la reacción de fosfotransferencia 
llevamos a cabo el estudio estructural del complejo HK853-CD:RR468 
alentados por su estabilidad. Para ello, se realizó una búsqueda inicial de las 
condiciones de cristalización del complejo en presencia de AMP-PNP (adenosín 
5’-(β,γ-imido) trifosfato), un análogo no hidrolizable del sustrato ATP, con la 
matriz comercial de Hampton Crystal Screen HT. Se obtuvieron varias 
condiciones donde podían observarse microcristales [(2 M amonio 
dihidrogenofosfato, 0,1 mM Tris pH 8,5), (10 % isopropanol, 20 % PEG 4.000, 
0,1 mM HEPES pH 7,5), (1 M Hexanodiol, 0,01 M cloruro de cobalto, 0,1 mM 
acetato de sodio pH 4,6), (10% dioxano, 1,6 M sulfato amónico, 0,1 mM MES 
pH 6,5), (25 % PEGMME 550, 0,01 acetato de zinc, 0,1 mM MES pH 6,5)]. 
Tras un proceso de optimización llegamos a la condición 1,7 M sulfato amónico, 
2 % de dioxano y 0,1 M citrato sódico pH 5,6, que generaban cristales con un 
tamaño adecuado para la difracción. Los cristales de morfología en 
paralelepípedo aparecían a los dos días alcanzando una dimensiones máximas de 
0,8 x 0,6 x 0,1mm al cabo de una semana (Figura 31).  
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4.3.1. Análisis del contenido del cristal 
 
Con el fin de comprobar si los cristales obtenidos correspondían al 
complejo o a alguna de las proteínas en solitario se procedió a su análisis. Para 
ello, cada uno de los cristales se lavó varias veces en disolución madre con el fin 
de eliminar aquellas proteínas que estando presentes en la mezcla no formaran 
parte del cristal. Los cristales limpios se disolvieron en tampón de carga y su 
contenido se analizó por electroforesis SDS-PAGE (Figura 31).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Presencia del complejo HK853-CD:RR468 en los cristales. En la foto de la 
izquierda aparecen los cristales del complejo HK853-CD:RR468 con AMP-PNP. Las 
bandas de la columna (1) corresponden a un cristal disuelto mientras que las bandas de 
la columna (2) y (3) son controles de RR468 y HK853-CD, respectivamente.  
 
Observamos que tanto HK853-CD como RR468 formaban parte del cristal 
y cuantificamos mediante densitometría su relación molar. El análisis mostró 
una relación equimolecular consistente con los ensayos estequiométricos.  
4.4. Resolución de la estructura del complejo HK853-CD:RR468 
4.4.1. Difracción y procesado de los datos cristalográficos 
 
En la fase de difracción los rayos X dañan los cristales, por lo que hoy los 
cristales se congelan sumergiéndolos en nitrógeno líquido a -196 ºC. La 
difracción se realiza sometiendo al cristal congelado a un flujo de nitógeno que 
minimiza la formación de radicales libres. Para evitar que durante la congelación 
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se forme hielo en el cristal que pueda destruirlo o interferir en la difracción, se 
añade a la disolución madre donde ha crecido el cristal, un reactivo que cumpla 
dos propiedades, vitrificar sin formar hielo y no dañar al cristal ni macro ni 
microscópicamente.  
En nuestro caso y después de muchas comprobaciones, la disolución 
crioprotectora consistió en la disolución madre 1,7 M sulfato amónico, 2,5 % 
dioxano, y 0,1 M citrato sódico pH 5,6 además de sacarosa en un 27 %. Los 
cristales del complejo eran frágiles, ya que al abrir los pocillos donde crecían, 
éstos se resquebrajaban fácilmente y además aumentaba su mosaicidad. 
Posiblemente, la rápida evaporación del dioxano pudo ser la causa principal de 
su fragilidad. Al tratarse de cristales frágiles, el paso rápido o directo de los 
mismos por la disolución crioprotectora los rompía, de manera que la adición del 
crioprotector se realizó mediante incrementos sucesivos a intervalos temporales 
directamente sobre la gota donde había crecido el cristal.  
En general, los cristales congelados difractaban hasta una resolución 
máxima de 2,8-3,0 Å utilizando radiación de sincrotrón. Los mejores datos de 
difracción se recogieron en la línea ID14-3 del Sincrotrón ESRF (Grenoble, 
Francia) a una resolución máxima de 2,8 Å. Una vez obtenidas las primeras 
imágenes de la difracción del cristal, se realizó el indexado de las mismas 
utilizando el programa Mosflm (Leslie, 1992). Los cristales del complejo 
pertenecían al grupo espacial monoclínico C2 con unas dimensiones de celda de 
a=183,96 Å b=90,67 Å c=68,99 Å con α=γ=90º y β=108,42º. Si el cristal 
contenía el complejo HK853-CD:RR468, de acuerdo a las dimensiones de celda 
y el grupo espacial en la unidad asimétrica, existiría espacio para el dímero de 
HK853-CD y una, dos, tres o cuatro moléculas de RR468. El coeficiente de 
Matthews VM (1994) para cada uno de los posibles complejos (HK853-
CD:RR468) 2:1, 2:2, 2:3 y 2:4 era de 3,77, 3,16, 2,73 y 2,40 Å3 Da−1 con un 
contenido de solvente de 67,4, 61,1, 54,9 and 48,7 %, respectivamente. Por 
nuestros datos previos, en el cristal esperábamos la presencia de HK853-CD y 
RR468 formando complejo en concentraciones equimoleculares, y datos 
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recientes habían asociado inversamente el límite de resolución con el contenido 
de solvente (Kantardjieff and Rupp, 2003), de forma que de acuerdo con una 
resolución de 2,8 Å podríamos esperar un contenido de solvente alrededor de 60 
%. Este contenido de solvente se asociaba con una relación molar 2:2 
correspondiente a la presencia de un dímero de HK853-CD y dos moléculas de 
RR468.  
Una vez recogidos todos los datos de difracción realizamos el procesado de los 
mismos como primer paso hacia la obtención del mapa de distribución de la 
densidad electrónica que permitiera el trazado de la estructura tridimensional de 
las proteínas. Ello requiere del cálculo de las amplitudes y de las fases de las 
ondas difractadas. Las amplitudes se caculan a partir del valor de las 
intensidades de los rayos difractados obtenidas en los patrones de difracción. Sin 
embargo, el cálculo de las fases ha sido durante mucho tiempo el paso limitante 
en la cristalografía, ya que no existe ningún método que nos permita observar de 
forma directa la fase de cada rayo difractado, por lo que hay que aplicar técnicas 
que nos permita un cálculo aproximado. En general, se utilizan tres técnicas para 
el cálculo de fases en cristales con celda unidad grande; reemplazo molecular 
(MR), reemplazo isomórfico múltiple (MIR) y dispersión anómala a diferentes 
longitudes de onda (MAD) (Garman and Murray, 2003).  
En un primero momento, intentamos determinar las fases por MR aunque 
no tuvimos éxito mediante esta estrategia, de manera que intentamos obtener 
fases utilizando (MAD) (Hendrickson, 1991; Hendrickson and Ogata, 1997). 
Esta última técnica se basa en la propiedad que tienen los átomos que se 
encuentran en las proteínas que forman el cristal, ya sea de forma natural (Ca, 
Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Mo) o incorporada (Se, Hg, Br, Kr, lantánidos, etc.), de 
producir una dispersión anómala cuando se irradian a longitudes de onda (λ) 
donde absorben. La contribución del átomo pesado a la difracción da lugar a 
diferencias anómalas (Δƒ”) que permiten deducir la posición de los átomos 
pesados en la proteína y posteriormente deducir las fases. Para realizar un 
experimento de MAD es importante escoger las energías o λs óptimas que 
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maximicen la señal anómala (ƒ”) y la dispersión (ƒ’). Aunque existen valores 
teóricos de λ para cada átomo pesado en disolución, la dispersión anómala varía 
con el entorno químico que rodea al átomo pesado en la proteína, de manera que 
para escoger las λs apropiadas para la difracción es aconsejable, en primer lugar, 
obtener un espectro de absorción (o de fluorescencia) del átomo pesado en el 
cristal.  
En nuestro caso, para resolver las fases por MAD, decidimos utilizar el 
Selenio (Se) como átomo pesado que generara la dispersión anómala ya que en 
las proteínas recombinantes se puede introducir fácilmente sustituyendo las 
metioninas por selenometioninas (SeMet), sin que este cambio suela afectar a la 
capacidad de cristalizar de la proteína modificada. El Se presenta una ƒ” máxima 
de 6 e- en el borde de absorción K del selenio. Para que la contribución anómala 
sea lo suficientemente fuerte para permitar el cálculo de las fases se necesita 
alrededor de un átomo de Se, es decir, una metionina por cada 50-100 residuos. 
HK853-CD contiene 258 residuos con 1 sola metionina y RR468 contiene 122 
residuos con 5 metioninas de manera que entre las dos proteínas había 380 
residuos con 6 metioninas lo que daba una relación de 1/63,3, suficiente para el 
cálculo de fases.  
Sin embargo, se realizó el doble mutante HK853-CD (I370M/V373M), 
utilizado anteriormente para la resolución de la estructura de HK853-CD en 
solitario (Marina et al., 2005). Este mutante contenía dos metioninas más que la 
proteína silvestre, con el fin de localizar los átomos de Se en la estructura de 
HK853-CD para que nos guiaran en el trazado de la misma y aumentar la 
relación Se/nº residuos. De este modo, generamos cristales en las mismas 
condiciones que la proteína silvestre, pero utilizando el doble mutante HK853-
CD (I370M/V373M) y RR468 silvestre con SeMet. Los datos de difracción para 
MAD se recogieron a tres λs correspondientes al máximo de difracción anómala, 
al máximo de dispersión y al mínimo de dispersión, denominados como λpico, 
λpunto de inflexión y λremota, respectivamente (Tabla 8). Para seleccionar cada 
una de las λs, se recogió un espectro de fluorescencia del átomo de Se en el 
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cristal. Los cristales conteniendo SeMet difractaron en la línea BM16, del 
sincrotrón ESRF, Grenoble, utilizando radiación de sincrotón hasta una 
resolución máxima de 2,92 Å. En la Tabla 8 se muestra el procesado de los datos 
de MAD recogidos a las tres λs y los del complejo con las proteínas silvestres.  
 
Tabla 8. Datos correspondientes a la difracción anómala MAD y silvestre. Los 
valores entre paréntesis corresponden a la capa de mayor resolución. 
 HK-RR SeMet HK-RR  silvestre 
λ (Å) 0,97935  0,97950 0,95298 0,931 
Rango de  
resolución (Å) 
63,88-2,92 
(3,00-2,92) 
55,90-2,92 
(3, 00-2, 92) 
55,90-2,95 
(3,03-2,95) 
43,64-2,8 
(2,95-2,80) 
Rmerge (%) 9,3 (47,1) 10,8 (49,2) 7,8 (42,7) 7,2 (43,3) 
I/σ(I) 13,7 (1,7) 12,2 (1,5) 15 (1,9) 16,2 (2,8) 
Nº reflexiones 
totales/únicas 
98845/23723 
(5470/1479) 
98896/23769 
(5738/1503) 
95472/22826 
(5052/1306) 
116062/26588  
(17132/3875) 
Completitud 96,9 (83,0) 97 (84,4) 96,4 (78,0) 99,7 (100,0) 
Multiplicidad 4,2 (3,7) 4,2 (3,8) 4,2 (3,9) 4,4 (4,4) 
Completitud  
anómala 95,9 (74,6) 96,3 (80,2) 95,9 (73,6)  
Multiplicidad  
anómala 2,1 (2,0) 2,1 (2,0) 2,1 (2,0)  
 
4.4.2. Trazado de la estructura del complejo HK853-CD:RR468 
 
Las fases iniciales fueron calculadas con los datos de MAD y el programa 
SOLVE y se corroboró que el mapa obtenido con estas fases iniciales presentaba 
continuidad, indicando que dichas fases eran correctas. Posteriormente la 
extensión y mejora de las fases iniciales hasta 2,8 Å utilizando datos de un 
cristal nativo incluyeron, Histogram matching, aplanamiento del solvente y 
simetría no cristalográfica, calculada a partir de la posición de los Se y 
utilizando una máscara automática producida por el programa DM.  
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Una vez obtenidas las nuevas fases, se generó el mapa de densidad 
electrónica y se comenzó a trazar la estructura. En la Tabla 9 se muestran los 
datos del refinamiento de la estructura.  
 
Tabla 9. Datos cristalográficos y del refinamiento del complejo 
HK853-CD:RR468.  
Datos cristalográficos  
Grupo espacial C2 
Dimensiones de la celda (Å) a=183,96 b=90,67 c=68,99 
Ángulos (º) α=γ=90 β=108,42 
Rango de resolución(Å) 43,6-2,8 
Datos del refinamiento  
Rcrys (%) 23,36 
Rfree (%) 28,44 
Nº de átomos de proteína 5714 
Nº de átomos de ligandos 77 
Nº de moléculas de agua 162 
RMSD 
    Desviación de enlace (Å) 
    Desviación de ángulos (º) 
 
0,018 
1,55 
Media B-factor (Å2) 
    Cadena principal 
    Cadena lateral + agua 
    Todos los átomos 
 
74,42 
75,30  
74,87 
Mapa Ramachandran  
    Más favorables (%) 
    Permitidas (%) 
    Permitidas generosamente (%) 
    No permitidas (%) 
 
86,5 
13,2 
0,3 
0 
Rcrys= Σ‖Fo|−|Fc‖/Σ|Fo|  
 
El valor de Rfree es un ~18 % superior al del Rcrys y el valor de la 
desviación standard del Rfree, dado por la fórmula Rfree/n1/2 (n=nº de reflexiones) 
al escoger un 5 % de las reflexiones totales para Rfree (1326), es de 0,78. Estos 
valores son menores del 20 % y del 1 %, respectivamente y estarían dentro del 
límite aconsejable para un modelo estructural (Brunger, 1997). Por otra parte, el 
Bfactor global es inferior al Bfactor del Wilson plot (79 Å2), acorde con una 
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resolución de 2,8 Å. Al final del refinamiento se aplicó TLS y para ello se 
definieron cinco grupos de átomos que consistieron en 1) el dominio DHp 
formado por los residuos 245-317 de cada subunidad, 2) el dominio CA de 
HK853-CD (residuos 324-481), 3) el CA de HK853*-CD (residuos 324-481), 4) 
RR468 (residuos 1-122) y 5) RR468* (residuos 1-122).  
Debido a la baja resolución (2,8 Å) no se pudo utilizar programas de 
trazado automático de proteína como ARP/wARP por lo que se realizó de forma 
manual a partir de un esqueleto que representaba la conectividad del mapa 
experimental. Con el esqueleto se localizaron las hélices del dominio DHp y se 
trazó parte de la cadena principal de una de las hélices, lo que permitió entonces 
superponer el dominio DHp de la estructura resuelta de HK853-CD libre 
localizando los Cα. A medida que se trazaba y refinaba el dominio DHp se iba 
observando la densidad electrónica del dominio CA, de manera que también se 
pudo utilizar el dominio CA de HK853-CD libre superpuesto para trazar el 
dominio CA. Una vez trazada una subunidad, ésta sirvió de modelo para trazar la 
segunda subunidad. Finalmente, la densidad de las moléculas de RR468, que 
eran parcialmente visibles en principio mejoraron con el refinamiento, 
posibilitando su trazado.  
4.4.3. Análisis de la estructura del complejo 
 
La unidad asimétrica del cristal formado por el complejo HK853-
CD:RR468, contiene dos subunidades de HK853-CD (HK853-CD y HK853-
CD*) y dos moléculas de RR468 (RR468 y RR468 *) que se organizan como un 
dímero de HK853-CD al que se unen los dos RR468 (Figura 32). Como ya se 
había observado en HK853-CD libre, esta proteína dimeriza utilizando el 
dominio DHp de cada una de las subunidades. HK853-CD se puede dividir en 
dos dominios DHp (residuos 245-317) y CA (323-489) conectados por un corto 
lazo de 5 residuos (318-322). El domino DHp de una subunidad de HK853-CD 
(azul oscuro) interacciona principalmente con una molécula de RR468 (amarillo 
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oscuro), mientras que el dominio DHp de la subunidad contraria de HK853-CD* 
(cian) interacciona principalmente con la otra molécula de RR468* (amarillo 
claro).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32A. Estructura del complejo HK853-CD:RR468. Visión del complejo desde la 
membrana. HK853-CD (azul oscuro) interacciona principalmente con RR468 (amarillo 
oscuro) y HK853-CD* (cian) interacciona principalmente con RR468* (amarillo claro). Se 
representa el ligando ADP en color rojo, la His260 catalítica en magenta, el Asp53 
fosforilable en verde y el sulfato en negro (asignando un color a cada elemento químico).  
 
RR468*
RR468
HK853CD
HK853*CD
ADP
ADP
D53
D53
H260
H260
S04
S04
A
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Figura 32B. Estructura del complejo HK853-CD:RR468. Visión perpendicular a la 
membrana (visión A rotada 90º y reducida) donde RR468* se ha eliminado para mayor 
claridad.  
 
 
 
HK853*CDHK853CD
B
RR468
N N*
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Las interacciones entre HK853-CD-RR468 y HK853-CD*-RR468* son 
equivalentes ya que se encuentran posicionados respecto de un eje binario 
paralelo a las hélices del dominio DHp. Por otra parte, las dos moléculas de 
RR468 se encuentran a cada lado del dominio DHp en la parte inferior de éste y 
dispuestas perpendicularmente respecto del dominio CA, de forma que no 
interaccionan entre ellas.  
La superposición de las subunidades HK853-CD y HK853-CD* y de las 
moléculas RR468 y RR468* dio un valor de la desviación cuadrática media 
(rmsd) entre los átomos Cα de 0,406 Å2, y 0,270 Å2, respectivamente y la 
superposición de HK853-CD:RR468 con HK853-CD*:RR468* fue de 0,398. 
Esto demuestra que existen mínimas diferencias entre las estructuras de las 
subunidades y que además ambas moléculas HK853-CD y RR468 siguen la 
misma simetría no cristalográfica binaria.  
En la estructura de HK853-CD no se pudieron trazar los residuos 232 al 
244 correspondientes al inicio de la porción citoplasmática, ya que la densidad 
electrónica para esa zona no era observable, indicativo de que estaba 
desordenada. Sin embargo, en cada uno de los dominios CA se pudo trazar la 
tapadera del ATP (432-440), no visible en otras estructuras de HK y también se 
pudo trazar una molécula de ADP. En la disolución de proteína preparada para 
los ensayos de cristalización, se añadió el ligando AMP-PNP, un análogo de 
ATP, sin embargo, en la estructura del complejo, el fosfato γ del ligando no se 
observa, indicando que esta parte de la molécula tiene conformaciones múltiples 
o ha sido hidrolizada. En la estructura resuelta de HK853-CD en solitario se 
comprobó que el AMP-PNP se hidrolizaba en las condiciones de cristalización 
(Marina et al., 2005) y dichas condiciones (1,25 M sulfato de litio y 50-200 mM 
acetato de amonio pH 6,5) eran similares a las condiciones de cristalización para 
el complejo (1,7 M sulfato amónico, 2,5 % dioxano, 0,1 mM citrato pH 5,6) por 
lo que suponemos que ha ocurrido algo similar. Además, AMP-PNP es inestable 
en condiciones ácidas (Pye et al., 2006) y las condiciones de cristalización del 
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complejo contenían 0,1 M citrato pH 5,6, de manera que el ligando pudo 
hidrolizarse en estas condiciones. 
Hay que destacar que en la estructura del complejo, entre la His catalítica 
de la HK y el residuo de Asp aceptor del RR se encontró una densidad 
electrónica que se trazó como una molécula de sulfato. Es conocido que los 
sulfatos tienden a ocupar la posición de los fosforilos de forma que posiblemente 
este sulfato esté mimetizando el grupo fosforilo (ver más adelante).  
Si analizamos más detalladamente cada una de las moléculas de la 
estructura, cada subunidad de la HK está formada por dos hélices antiparalelas 
α1 (245-278) y α2 (285-317) del dominio DHp y por el dominio CA (Figura 33). 
La parte N-terminal de α1 se proyecta hacia la membrana, mientras que la 
parte C-terminal está conectada mediante una horquilla helicoidal (279-284) a la 
parte N-terminal de α2. La hélice α2, está a su vez unida por el lazo de conexión 
(317-320) al dominio CA. En el dímero, las dos hélices de cada subunidad 
forman un haz de cuatro hélices dando lugar al dominio N-terminal DHp de la 
porción citoplasmática que contiene las His260 catalíticas (que se fosforilan).   
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Figura 33. Estructura de una subunidad de HK853-CD y alineamiento estructural del 
dominio citoplasmático de HK853-CD con las HKs EnvZ (PDB:1BXD) y PhoQ 
(PDB:1ID0) con la secuencia consenso. (A) En la figura de la estructura de HK853-CD 
(página anterior) se muestran las hélices α (azul) y láminas β (rojo) de los dominios DHp 
y CA. (B) En el alineamiento estructural se resaltan las cajas N (amarillo), D (violeta), F 
(azul), G2 (verde) y G3 (gris). La His260 fosforilable se muestra en rojo. Significado de 
abreviaturas de la secuencia consenso, ver Figura 7. 
 
Por otra parte, el dominio C-terminal (318-481) de la porción 
citoplasmática contiene el dominio CA y presenta un plegamiento de sandwich 
α/β formado por cinco láminas β (β2 (350-355), β4 (393-398), β5 (404-411), β6 
(459-465) β7 (469-477)) y tres hélices (α3 (329-346), α4 (367-383), α(310) (423-
425), α5 (445-455)) (Figura 33). En la parte inferior hay dos láminas β más (β1 
(325-328), β3 (362-365)). 
α1
α2 β1 α3
β2 β3 α4 β4
β5 α310 α5
β6 β7
B
TM0853      232    VENVTESKELERLKRIDRMKTEFIANISHELRTPLTAIKAYAETIYNSLGELDLST    287   
EnvZ        215    SVTRAFNHMAAGVKQLADDRTLLMAGVSHDLRTPLTRIRLATEMMSEQD-------    263   
PhoQ        249    SLVRNLNRLLKSERERYDKYRTTLTDLTHSLKTPLAVLQSTLRSLRSEK-----MS    299 
CONSENSO/80%       ...................htphhs.hsH-l+sPlssl.h.hphh.t......... 
CONSENSO/65%       ..................tppphhusluHElRsPLsslhshhphltp...thsttp 
CONSENSO/50%       ..................pcscalAsloHELRTPLsuIpuhsclLpc..sshsscp 
 
 
TM0853            LKEFLEVIIDQSNHLENLLNELLDFSRLERKSLQINREKVDLCDLVESAVNAIKEF    343        
EnvZ               -GYLAESINKDIEECNAIIEQFIDYL---RTGQEMPMEMADLNAVLGEVIAAESG-    314       
PhoQ               VSDAEPVMLEQISRISQQIGYYLHRASM-RGGTLLSRELHPVAPLLDNLTSALNKV    354   
CONSENSO/80%       .t.hp.h.pp.pp.h.tllpphh.hsp.pt.......................... 
CONSENSO/65%       pphlptltppspp.htpllpslLphu+hptt......................... 
CONSENSO/50%       pchlcslpcssc+.lppLls-lLclu+h-ss......................... 
 
 
TM0853             ASSHNVNVLFESNVPCPVEAYIDPTRIRQVLLNLLNNGVKYSKKDAPDKYVKVILD    399           
EnvZ               ---YEREIETAL-YPGSIEVKMHPLSIKRAVANMVVNAARYG-----NGWIKVSSG    361       
PhoQ               YQRKGVNISLDI-SP-EISFVGEQNDFVEVMGNVLDNACKYC-----LEFVEISAR    403     
CONSENSO/80%       .....................ht...l.phl.phltNuhchs.t......ltltht 
CONSENSO/65%       .....................sstttltpllhNllsNAlchs.t...tsplplphp 
CONSENSO/50%       .....................sDsspLppllpNLlsNAl+asss...suplplslp 
 
 
TM0853             EKDGGVLIIVEDNGIGIPDHAKDRIFEQFYRVDSSLTYEVPGTGLGLAITKEIVEL    455          
EnvZ               TEPNRAWFQVEDDGPGIAPEQRKHLFQPFVRGDSART--ISGTGLGLAIVQRIVDN    415        
PhoQ               QTDEHLYIVVEDDGPGIPLSKREVIFDRGQRVDTLR----PGQGVGLAVAREITEQ    455    
CONSENSO/80%       .....h.ltltDsG.Gls......hht.h.p.t.......ts.GlGl.lspthhp. 
CONSENSO/65%       ttttthhlplpDsGhGls...htplFp.hhphp.....thsGpGlGLslspplspt 
CONSENSO/50%       ppssplplsVpDsGsGIss.phsplFcsahpsc..ttpptuGsGLGLuls+pllcp 
 
       
TM0853             HGGRIWVESEVGKGSRFFVWIPKDR                                   480 
EnvZ               HNGMLELGTSERGGLSIRAWLPVPV                                   437 
PhoQ               YEGKIVAGESMLGGARMEVIFGRQH                                   477 
CONSENSO/80%       htupl.htst..tGs.h.h.h.... 
CONSENSO/65%       hsGplphpsp.stGophplplsht. 
CONSENSO/50%       huGclplpop.spGTsFplplPhst 
 
                                                                                                   Resultados                   
 
 103
La molécula RR468 contiene un solo dominio que presenta el plegamiento 
clásico del dominio aceptor de los RRs. Este dominio tiene una estructura clásica 
de 5 láminas β paralelas rodeadas por 5 hélices α, tres de ellas en una cara y las 
otras dos en la cara opuesta, formando un sándwich [β1 (4-8), α1 (12-23), β2 
(28-32), α2 (35-40), β3 (50-52), α3 (61-69), α310 (72-75), β4 (79-83), α4 (88-
95), β5 (101-104), α5 (109-120)] (Figura 34).  
En la estructura se encuentran dos tipos de conexiones β→α y α→β, de 
forma que cada tipo de conexión se encuentra en un polo opuesto de la molécula 
de RR468. Las conexiones β→α rodean al Asp53 aceptor y están formadas por 
los siguientes lazos; Lβα1 [β1α1 (9-11)], Lβα2 [β2α2 (33-34)], Lβα3 [β3α3 (54-
60)], Lβα4 [β4α4 (84-87)] y Lβα5 [β5α15 (105-108)]. 
Como se observa en el alineamiento estructural con CheY y Spo0F, RR468 
contiene todos los residuos conservados que caracterizan al dominio aceptor 
destacando en Lβα1, Asp9 y Asp10 implicados en quelar el magnesio, el Asp53 
que es el residuo fosforilable en β3, Thr83 en el final de β4, Val102 en β5 
implicados en los cambios conformacionales producidos en el RR al alternar 
entre los estados activo e inactivo y Lys105 en Lβα5 implicada en la actividad 
fosfotransferasa y fosfatasa, respectivamente.  
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Figura 34. Estructura de RR468 y alineamiento estructural de RR468 con otros RRs 
(Spo0F, CheY de E.coli y CheY de T. maritima). (A) En la estructura de RR468 (página 
superior) se muestran las hélices α (amarillo) y láminas β (rojo). También se resaltan los 
lazos Lβα1 (morado), Lβα2 (púripura), Lβα3 (azul), Lβα4 (verde), Lβα5 (azul), así como 
el residuo de Asp53 aceptor (azul). (B) En el alineamiento estructural de RR468 con 
otros RRs, se resaltan los residuos conservados del dominio aceptor (rojo) formados por 
Asp9, Asp10, Asp53, Thr83, Val102 y Lys105 de RR468. Spo0F (PDB:2FTK), 
CheY_Ecoli (PDB:1CHN) y CheY_TM (PDB:1TMY) 
 
4.4.4. Reconocimiento entre HK853 y RR468 
 
La presente estructura es la primera visión que tenemos de un complejo 
entre una HK ortodoxa de clase I y su RR. Su análisis ha aportado información 
sobre los elementos estructurales y los residuos involucrados en la unión y 
reconocimiento en un TCS paradigmático.  
A partir de la estructura del complejo, se puede observar que en la unión de 
RR468 a HK853-CD está involucrado el dominio DHp y en menor medida 
β2α1β1 α2
β4α3β3 α4α310
β5 α5
B
RR468        1  --MSKKVLLVDDSAVLRKIVSFNLKKEGYE-VIEAENGQIALEKLSEF-T  46 
Spo0F        6  ---NEKILIVDDQSGIRILLNEVFNKEGYQ-TFQAANGLQALDIVTKE-R  50 
CheY_Ecoli   2  ADKELKFLVVDDFSTMRRIVRNLLKELGFNNVEEAEDGVDALNKLQAG-G  47 
CheY_TM      1  ---GKRVLIVDDAAFMRMMLKDIITKAGYEVAGEATNGREAVEKYKELK-  46       
CONSENSO/80%    .....pllll-Dp...hthht.hhtt.th..h..stss.tshthh.t... 
CONSENSO/65%    ....hplLll-Dp.hhtphlp.hLpptsht.lttspsutpulphhpp... 
CONSENSO/50%    ....h+lLlVDDc.slpchlpphLpppGap.VssAssGpcAlctlppt.. 
 
 
 
RR468           PDLIVLDIMMPVMDGFTVLKKLQEKEEWKRIPVIVLTAKGGEEDESLALS  96 
Spo0F           PDLVLLDMKIPGMDGIEILKRMKVI--DENIRVIIMTAYGELDMIQESKE  100 
CheY_Ecoli      YGFVISDWNMPNMDGLELLKTIRADGAMSALPVLMVTAEAKKENIIAAAQ  95 
CheY_TM         PDIVTMDITMPEMNGIDAIKEIMKI--DPNAKIIVCSAMGQQAMVIEAIK  96   
CONSENSO/80%    .slllhDh.hP.hsGhphhp.lpt.....th.llhhos.st...h.tshp 
CONSENSO/65%    .DlllhDlthP.hsGhphhppl+p.....phsllhloutsp.tthhpuhp 
CONSENSO/50%    sDLlllDlpMPthcGl-lscclRpp...sssPllhLTApsspsstlculc 
    
 
               
RR468           LGARKVMRKPFSPSQFIEEVKHLLNE                          122 
Spo0F           LGALTHFAKPFDIDEIRDAVKKYLPLKSN                       129 
CheY_Ecoli      AGASGYVVKPFTAATLEEKLNKIFEKLGM                       124   
CheY_TM         AGAKDFIVKPFQPSRVVEALNKVS                            127    
CONSENSO/80%    hGs.sal.Ksht.ttlhttl.........   
CONSENSO/65%    hGussalsKPhs.pcLhttl.........   
CONSENSO/50%    sGAsDYlsKPashc-Llspl......... 
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algunos residuos del dominio CA. La superficie oculta de HK853-CD debido a 
la unión con RR468 es de unos 1180 Å2 de los cuales 885 Å2 corresponden al 
dominio DHp y 295 Å2 corresponden a CA. Por otra parte, las interacciones de 
una sola subunidad HK853-CD se realizan casi totalmente, unos 970 Å2 de 
superficie enterrada (82 % del total), con la molécula de RR468 que tiene el 
Asp53 más cerca de la His260, aunque también se producen interacciones con la 
molécula contraria de RR468*, unos 210 Å2 (18 % del total). De estos datos, se 
extrae que, en general, el área de contacto entre HK853-CD y RR468 se 
corresponde con un valor bajo de superficie oculta, lo que demuestra que la 
interacción entre ambas proteínas es transitoria (Nooren and Thornton, 2003b).  
La superficie de interacción entre HK853-CD y RR468 comprende tanto 
los residuos implicados en la especificidad de la unión entre las dos proteínas 
como los residuos implicados en la catálisis de la reacción de fosfotransferencia. 
En general, los residuos implicados en la catálisis suelen estar más o menos 
conservados mientras que los implicados en la especificidad de la unión entre 
ambas proteínas suelen ser variables (Hoch and Varughese, 2001). Si analizamos 
la conservación de los residuos implicados en la interacción entre ambas 
proteínas a través de una visión en superficie del dímero HK853-CD y de 
RR468, una vez diseccionados, se pueden localizar distintas zonas (Figura 35 y 
Tabla 10 y 11). 
Como se observa, los residuos de RR468 interaccionan con el domino DHp 
de HK853-CD desde la posición de la His260 hasta el ápice del haz de cuatro 
hélices. La zona cercana a la His260 se caracteriza por contener residuos 
conservados que interaccionan con otros residuos conservados que rodean al 
Asp53 de RR468. Conforme nos alejamos de la His260 hacia el ápice de DHp, 
los residuos son variables e interaccionan con residuos también variables de 
RR468. Respecto del dominio CA, las interacciones que se producen con RR468 
se realizan entre residuos variables de ambas proteínas, que se encuentran 
periféricos al Asp53 en el RR. 
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Figura 35. Representación en superficie de un dímero de HK853-CD y una molécula 
de RR468. RR468 se ha rotado 180º respecto del eje paralelo a DHp para observar la 
superficie de interacción con HK853-CD. Los residuos conservados se representan en 
rojo, los moderadamente variables en salmón y los variables en amarillo en base a la 
secuencia consenso presentada por SMART, ver Figura 33. Los residuos catalíticos 
H260 (HK853-CD) y Asp53 (RR468) se representan en morado. En el dímero de HK853-
CD, la superficie de HK853-CD y HK853-CD* están coloreadas en blanco y gris, 
respectivamente.  
 
También existen residuos de RR468 que interaccionan con la subunidad 
contraria HK853-CD*, concretamente con residuos del lazo de conexión DHp-
CA. En estas interacciones, los residuos en ambas proteínas son también 
variables.  
Todos estos datos demuestran que gran cantidad de las interacciones entre 
HK853-CD y RR468 se realizan entre residuos variables que se encuentran 
preferentemente en el ápice de DHp aunque también se hallan, en menor medida 
en el dominio CA y que pueden estar relacionados con la especificidad de la 
interacción entre ambas proteínas. Por otra parte, las interacciones entre la zona 
central del DHp donde está la His260 catalítica y la zona central de RR468 
donde se encuentra el Asp aceptor, se realizan entre residuos conservados que 
probablemente estén implicados en la catálisis de la reacción de 
fosfotransferencia.  
 
 
HK853-CD HK853-CD*
RR468
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I. El dominio DHp contiene la principal zona de reconocimiento 
 
Como se ha indicado anteriormente, el dominio DHp es el que presenta una 
mayor superficie de interacción con RR468. Dicha interacción se concentra en el 
ápice del dominio DHp. En concreto, las interacciones implican principalmente 
a residuos de la parte C-terminal de α1 que se encuentran después de la His260 
fosforilable (260-278), a residuos de la horquilla helicoidal que conecta ambas 
hélices antiparalelas α1-α2 (279-283) y a residuos de la parte N-terminal de α2 
(290-294). Por otra parte, también se producen interacciones entre el domino 
DHp de la molécula contraria de HK853-CD* y RR468, donde intervienen 
residuos de la parte C-terminal de DHp α2 (E303, R314) y el lazo de conexión 
DHp-CA (S319, Q321) interaccionando con residuos de Lβα4 (G87, E88, E89) y 
Lβα5 (P106). La mayoría de interacciones entre DHp y RR468 son de tipo 
hidrofóbico, aunque existen algunos puentes salinos y puentes de hidrógeno 
(Tabla 10). Los residuos de RR468 que interaccionan con DHp se encuentran 
principalmente en α1 (13-24) y en Lβα5 (105-109) que contiene la Lys105 
catalítica, aunque también se produce alguna interacción con Lβα3 (Met55) que 
contiene el Asp53 aceptor y Lβα4 (Ala84). Las interacciones entre la molécula 
contraria de HK853-CD* y RR468 se producen a nivel del DHp α2 y el lazo de 
conexión DHp-CA con residuos de Lβα4 (87-89) y con el residuo Pro106 de 
Lβα5 (Figura 36 y Tabla 10). 
Las interacciones entre DHp de HK853-CD (Figura 36 y Tabla 10) y 
RR468 α1 y Lβα5 cimientan la unión del complejo. La Tyr272 en HK853-CD 
juega un papel crucial en los contactos entre HK853-CD α1 y RR468 α1. Debido 
a la presencia de dos Ala que le preceden (Ala268 and Ala271), la Tyr272 
sobresale de HK853-CD α1 y se inserta en una cavidad hidrofóbica formada por 
los residuos Val13, Leu14 e Ile17 de RR468 α1. Los cinco residuos conservados 
de Lβα5 en RR468 (Lys105, Pro106, Phe107, Ser108 y Pro109) sellan la otra 
superficie expuesta de la hélice α1 de HK853-CD, principalmente en la región 
que sigue inmediatamente después de la His260, al mantener interacciones con 
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los residuos Arg263, Thr267, Lys270, Ala271 y Glu274. Aunque la mayoría de 
estos residuos son de naturaleza polar, la mayor parte de las interacciones con 
Lβα5 son de carácter hidrofóbico, aunque también existen interacciones polares 
como las que se producen entre Lys105 y Arg263 y entre Ser108 y Glu274. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Interacciones entre el dominio DHp de HK853-CD y RR468 y entre el lazo 
de conexión DHp-CA de HK853-CD* y RR468. Se representan las cadenas laterales de 
los residuos que interaccionan entre A) DHp α1 y Lβα3 (morado), DHp α1 y Lβα4 
(salmón) y DHp α1 y Lβα5 de RR468 (rojo), B) DHp y α1 de RR468 (verde) y C) lazo de 
conexión DHp-CA de HK853-CD* con Lβα4 de RR468 (salmón). En la estructura del 
complejo están coloreados HK853-CD azul, HK853-CD* cian y RR468 amarillo. 
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Tabla 10. Interacciones del dominio DHp de HK853-CD y HK853-
CD* con RR468. Se muestra la conservación (Conserv) de los 
residuos (conservado (C), moderadamente conservado (MC), o 
variable (V)), el tipo de enlace (puente de hidrógeno (PH), enlace 
hidrofóbico (EH) y puente salino (PS)) y la distancia en Å. Se 
denomina como cadena lateral (sd) y como cadena principal (m).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acuerdo a los datos extraídos, podemos deducir que las interacciones 
que se realizan con DHp α1 y α2 a través de residuos conservados 
principalmente, pueden estar implicadas en la unión de RR468 para llevar a cabo 
HK853-CD Conserv RR468 Conserv Tipo enlace Distancia (Å) 
      
H260 C M55 V EH  (Csd-Csd) 3.48 
R263 C A84 C EH  (Csd-Csd) 3.98 
R263 C K105 C PS  (Osd-Nm) 3.24 
L266 C P106 C EH  (Csd-Csd) 3.93 
T267 MC L14 MC EH  (Csd-Csd) 3.67 
T267 MC K105 C EH  (Csd-Csd) 3.82 
T267 MC P106 C EH  (Csd-Cm) 3.94 
T267 MC F107 C EH  (Csd-Csd) 3.75 
A268 MC V13 V EH  (Csd-Csd) 3.87 
K270 V P106 C EH  (Csd-Csd) 3.81 
K270 V F107 C EH  (Csd-Cm) 3.94 
A271 MC I17 C EH  (Cm-Csd) 3.83 
A271 MC P109 V EH  (Cm-Csd) 3.83 
Y272 V V13 V EH  (Csd-Csd) 
PH  (Osd-Om) 
3.67 
2.48 
Y272 V I17 C EH  (Csd-Csd) 3.19 
E274 MC S108 MC PH  (Osd-Osd) 3.02 
E274 MC P109 V EH  (Csd-Csd) 3.67 
T275 MC I17 C EH  (Csd-Csd) 3.43 
T275 MC F20 V EH  (Csd-Csd) 3.65 
T275 MC N21 V PH  (Osd-Nsd) 2.88 
N278 MC K24 MC PH  (Om-Nsd) 3.28 
S279 V F20 V EH  (Csd-Csd) 3.78 
S279 V K24 MC PS  (Osd-Nsd) 2.91 
E282 V K24 MC EH  (Csd-Csd) 3.71 
L283 V F20 V EH  (Csd-Csd) 3.13 
E290 V K16 MC PS  (Osd-Nsd) 2.94 
F291 MC K16 MC EH  (Csd-Csd) 3.85 
F291 MC I17 C EH  (Csd-Csd) 3.71 
F291 MC F20 V EH  (Csd-Csd) 3.73 
V294 MC V13 V EH  (Csd-Csd) 3.69 
      
HK853-CD* Conserv RR468 Conserv Tipo enlace Distancia (Å) 
      
E303 V P106 C EH  (Csd-Csd) 3.75 
R314 C G87 V PH  (Nsd-Nm) 
EH  (Csd-Cm) 
3.24 
3.48 
R314 C E89 V PS  (Nsd-Osd) 2.87 
S319 V E89 V PH  (Osd-Osd) 2.97 
Q321 V E88 V PH  (Nsd-Osd) 
EH  (Csd-Csd) 
PH  (Osd-Osd) 
2.84 
3.59 
2.86 
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la reacción de fosfotransferencia. Mientras que las interacciones que mantiene el 
lazo de conexión α1-α2, entre residuos variables, pueden estar más relacionadas 
con la especificidad de la interacción entre ambas proteínas.   
 
II. El dominio CA también contribuye a la unión de RR468 
 
El número de contactos entre el dominio CA y RR468 es menor que con el 
dominio DHp. Sin embargo, son bastante importantes ya que se producen 
principalmente a través de elementos estructurales cuya conformación está muy 
influenciada por el estado de fosforilación de la proteína. En concreto, la 
tapadera del ATP con el Lβα3 y Lβα4 de RR468 (Figura 37 y Tabla 11). Las 
interacciones de CA que se producen con RR468 son de tipo hidrofóbico. No 
obstante, se forma un puente salino entre el Arg369 de la subunidad contraria 
HK853-CD* y el Glu88 del Lβα4 de RR468. Los residuos del dominio CA que 
interaccionan con RR468 son variables y de naturaleza polar, cargados (Lys387, 
Glu438) o sin carga (Tyr437), mientras que los residuos de RR468 que se 
encuentran en Lβα3 (Met55 y Pro57) están conservados y son de naturaleza 
apolar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Interacciones entre el dominio CA de HK853-CD y RR468. Se representan 
las cadenas laterales de los residuos que interaccionan entre el domino CA de HK853-
CD con el Lβα3 de RR468 en morado. En el complejo HK853-CD está coloreada en azul 
y RR468 en amarillo. 
Y437
E438
M55P57
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RR Lβα3
K387
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Tabla 11. Interacciones entre las subunidades HK853-CD y HK853-CD* 
con RR468 en CA. Abreviaciones ver Tabla 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aunque son pocas las interacciones con residuos de la tapadera del ATP, 
parece que éstas han ayudado a estabilizar dicha estructura, haciendo posible 
trazarla en el complejo, al contrario que ocurrió en la estructura de HK853-CD 
libre donde no pudo trazarse por estar desordenada. Por otra parte, el hecho de 
que se observen interacciones entre la HK y el RR en la tapadera del ATP podría 
explicar datos bioquímicos que demuestran que mutaciones en la tapadera del 
ATP influyen en la reacción de fosfotransferencia (Yang and Inouye, 1993).  
 
III. Bases estructurales del reconocimiento del estado de fosforilación 
 
Estudios estructurales realizados con el complejo Spo0B:Spo0F 
(Varughese et al., 2006) llevaron a los autores a definir dos grupos de residuos 
en los RRs implicados en las interacciones. Los residuos de anclaje se 
corresponden con residuos conservados presentes en todos los RRs que están 
implicados en la catálisis de la reacción de fosfotransferencia, mientras que los 
residuos de reconocimiento son variables y están relacionados con la 
especificidad del reconocimiento.  
Los residuos de anclaje definidos para Spo0F se encuentran en Lβα1-α1 
(Gln12, Ile15, Leu18), en Lβα3 (Lys56), Lβα4 (Ala83, Tyr84) y en Lβα5 
(Lys104, Pro105, Phe106) y tienen el papel de anclar el RR a las hélices α1 y 
α2* del DHp para que las dos proteínas interaccionen en la orientación adecuada 
de forma que la His fosforilada quede alineada con el Asp aceptor. Por otra 
HK853-CD Conserv RR468 Conserv Tipo enlace Distancia (Å) 
      
K387 V P57 C EH  (Csd-Csd) 3.18 
Y437 V M55 V EH  (Csd-Csd) 3.71 
E438 V M55 V EH  (Cm-Csd) 3.54 
E438 V P57 C EH  (Csd-Cm) 3.71 
      
HK853-CD* Conserv RR468 Conserv Tipo enlace Distancia (Å) 
      
R369 V E88 V PS  (Nsd-Osd) 3.06 
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parte, los residuos de reconocimiento definidos para Spo0F se encuentran en 
Lβα1-α1 (Gly14, Glu21), en Lβα4 (Gly85, Leu87) y en Lβα5 (Asp107, Ile108) y 
son de naturaleza variable e interaccionan con residuos de α1 y α2* del DHp y 
su misión sería mantener la especificidad HK-RR. En aquellos casos que no 
hubiera complementariedad (pares HK-RR erróneos) se impediría que los 
residuos de anclaje llegaran a interaccionar y por lo tanto no habría 
fosfotransferencia.  
Sin embargo, HK853 es una HK que además de la actividad 
fosfotransferasa de Spo0B tiene actividad autoquinasa y fosfatasa, de manera 
que debe reconocer a RR468 en al menos dos conformaciones diferentes 
producidas por su estado de fosforilación. Del mismo modo, RR468 también 
debería reconocer a HK853 según su estado de fosforilación. Esto implicaría que 
una vez HK853 se ha autofosforilado, RR468 sería capaz de reconocer dicho 
estado y se uniría para que se llevara a cabo la reacción de fosfotransferencia. 
Por el contrario, HK853 libre sería capaz de reconocer RR468 fosforilado, y 
actuaría como una fosfatasa. Así pues, además de los residuos de anclaje y de 
reconocimiento, deberían existir residuos específicos implicados en el 
reconocimiento del estado de fosforilación. A partir de los residuos definidos de 
anclaje y de reconocimiento para Spo0F podemos analizar los residuos 
equivalentes para RR468. Además, a partir de nuestros datos estructurales 
podemos conocer cuáles son los residuos correspondientes en las HKs así como 
analizar qué residuos están implicados en el reconocimiento del estado de 
fosforilación. 
En RR468, los residuos de anclaje conservados se encuentran en α1 (Val13, 
Leu14, Ile17), Lβα3 (Met55), Lβα4 (Ala84) y Lβα5 (Lys105, Pro106, Phe107) 
interaccionando con residuos de DHp α1 (260-272). Los residuos de RR468 se 
correlacionan bien con los de anclaje de Spo0F respecto de α1, Lβα3, Lβα4 y 
Lβα5. Como se espera en residuos implicados en el anclaje su disposición debe 
ser fija, de forma que si comparamos la disposición de los residuos de DHp α1 
en HK853-CD en solitario y en el complejo, éstos muestran un desplazamiento 
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más bajo (0,4 Å) que el dominio DHp completo (1,9 Å) indicando que son 
principalmente rígidos. 
Por otra parte, los residuos de “reconocimiento” son variables y se 
relacionan con la especificidad de la interacción entre las dos proteínas, 
comprendiendo los residuos (Lys16, Phe20, Asn21, Lys24) en α1 de RR468 y 
los residuos Thr275 de DHp α1, 278-283 del lazo de conexión α1-α2 y 290-294 
en DHp α2 de HK853-CD. Si comparamos las estructuras de HK853-CD en 
solitario y en complejo con RR468, los residuos del 278-293 presentan, en el 
complejo, un valor de desplazamiento térmico (B factor) de 45 Å, más bajo que 
el promedio (75 Å), al contrario que en HK853-CD libre donde la conexión α1-
α2 presenta la oscilación térmica más alta de la estructura (52 Å) en 
comparación con el promedio (36 Å) (Marina et al., 2005). De forma que la 
unión de HK853 con RR468 ha favorecido la estabilización de dichos residuos. 
Los residuos implicados en el “reconocimiento del estado de fosforilación” 
son aquellos que no sólo están implicados en las interacciones entre ambas 
proteínas, sino que además sufren cambios drásticos en función del estado de 
fosforilación de ambas proteínas o implican elementos estructurales que 
intervienen en la estabilización de la fosfoproteína. Estos residuos deben ser 
variables pues de lo contrario todos los TCS fosforilados se reconocerían. En 
este grupo se incluyen los residuos de DHp α2 (E303 y R314), los del lazo de 
conexión DHp-CA (S319 y N321) y los residuos de la tapadera del ATP (Y437 
y E438) que interaccionan con residuos de RR468 Lβα4 (G87, E88, E89) y 
Lβα3 (M55, P57).  
El Lβα4 se caracteriza por estar implicado en cambios estructurales al pasar 
el RR de un estado no fosforilado a fosforilado (Dyer and Dahlquist, 2006). 
Además, la tapadera del ATP es la zona de mayor movilidad en las HKs según el 
estado de fosforilación. La tapadera del ATP hace contacto con el Lβα3 de 
RR468 que es también una zona flexible de la molécula, jugando un papel 
importante en la estabilidad del RR fosforilado (Zapf et al., 1998). Finalmente, 
el lazo de conexión DHp-CA corresponde a la denominada región X, región que 
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se puso de manifiesto por acumular mutaciones que tenían alto efecto sobre la 
actividad fosfatasa pero no en la actividad quinasa en diferentes HKs (Hsing et 
al., 1998).  
4.4.5. Implicaciones para la transferencia del fosforilo 
 
1) RR468 contiene un sulfato que podría corresponder al fosforilo del 
aspartilfosfato 
 
La estructura del complejo HK853-CD:RR468 da una visión de la unión 
entre una HK ortodoxa y su RR. Dicha interacción es necesaria para la reacción 
de transferencia del grupo fosforilo desde la HK hasta el RR. La 
fosfotransferencia debe realizarse entre los dos residuos catalíticos, la His 
fosforilable de la HK y el Asp aceptor del RR, de forma que el centro catalítico 
debería estar formado como mínimo por estos dos residuos alineados en una 
forma productiva para la transferencia del grupo fosforilo junto con aquellos 
residuos que intervienen en la transferencia del mismo.  
Si observamos en detalle el centro catalítico en la estructura del complejo 
HK853-CD:RR468 (Figura 38), éste es idéntico en ambas subunidades y está 
formado casi exclusivamente por los residuos de RR468, en concreto, por los 
residuos conservados del dominio aceptor del RR Asp9, Asp10, Thr83 y 
Lys105, además del residuo His260 de HK853-CD. También se encontró una 
densidad electrónica modelada como un sulfato proveniente de la disolución de 
cristalización. Los oxígenos de este sulfato mantienen contactos con el N3 de la 
His260 (3,39 Å), el OD1 del Asp53 (2,43 Å), el OG1 de la Thr83 (2,75 Å), el 
NZ de la Lys105 (2,80 Å) y con una molécula de agua (2,72 Å) (estas distancias 
son valores promedio de las distancias observadas en ambas subunidades de 
HK853-CD). 
Es bien conocido que los grupos sulfato ocupan la posición de los fosfatos 
en las moléculas que unen nucleótidos y de los grupos fosforilos que se 
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transfieren en intermedios enzimáticos (Gil-Ortiz et al., 2003); por eso 
suponemos que el sulfato podía estar mimetizando el grupo fosforilo. Por lo 
tanto, cabe pensar que podemos estar observando la reacción de 
fosfotransferencia. En este sentido, la distancia entre el N3 de la His260 y el 
OD1 del Asp53 es de 7,91 Å, y la distancia desde el N3 de la His260 hasta el S 
del sulfato es de 4,81 Å y desde el OD1 del Asp53 hasta el S del sulfato es 3,65 
Å (Figura 40), de forma que el sulfato no se encuentra equidistante del residuo 
dador y aceptor, sino que la distancia entre el Asp53 y el sulfato es menor que 
con la His260.  
Así pues, es más fácil suponer que estemos observando el final de la 
reacción de fosfotransferencia donde el Asp53 se encontraría fosforilado, o bien 
el inicio de la reacción de defosforilación. 
En las estructuras resueltas de RRs fosforilados o en complejo con BeF3-, 
una molécula que emula al grupo fosforilo, la treonina y lisina conservadas 
(Thr83 y Lys105 en RR468) interaccionan directamente con el grupo fosforilo 
(Schuster et al., 2001; Wemmer and Kern, 2005). Además, siempre se encuentra 
presente un catión divalente, habitualmente Mg2+ que es necesario para la 
fosforilación del Asp aceptor (Stock et al., 1993). Este catión, puede ser 
sustituído por Ca2+ o Mn2+ (Mukhopadhyay et al., 2004). El catión juega un 
papel primordial en estabilizar el fosfoaspártico al coordinarse con el grupo 
fosforilo. La esfera de coordinación del catión es completada por otros dos 
aspárticos conservados de los RRs (Asp9 y Asp10 en RR468) y moléculas de 
agua. En la estructura del complejo, hay una molécula de agua, con un Bfactor 
de 72,05 Å2, que puede atribuirse a un ión Mg2+ (ver apartado discusión 5.4.3.) 
que mantiene contactos con el sulfato y con los oxígenos OD1 de los residuos 
conservados del Asp53 aceptor (2,50 Å), del Asp10 (1,98 Å), respectivamente y 
el oxígeno del carbonilo de la cadena principal de la Met55 (2,25 Å), de forma 
similar a la que hace el catión divalente en un RR fosforilado. Esta molécula de 
agua presenta una coordinación IV por lo que no podemos atribuirla a un ión 
magnesio el cual presenta coordinación VI. 
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Figura 38. Representación en detalle del centro catalítico. En la parte superior se 
muestra en barillas los residuos conservados de RR468 (D9, D10, D53, M55, T83, K105) 
y la H260 fosforilable de HK853-CD. También se muestra el sulfato (negro) y las 
distancias de enlace entre éste y los residuos conservados, así como los enlaces con la 
molécula de agua (gris). En la parte inferior se muestra el mapa de densidad electrónica 
para la misma zona. El mapa rosa está dibujado a nivel 1 σ y el verde alrededor del S del 
sulfato a 3 σ. HK853-CD (azul) y RR468 (amarillo). 
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Estas interacciones que observamos en RR468 son similares a las de un RR 
fosforilado por lo que se puede proponer que el sulfato está efectivamente 
emulando al grupo fosforilo. Para comprobar si la posición de los residuos del 
centro catalítico observada en RR468 se correspondía con la observada en un 
RR fosforilado, superpusimos varias estructuras de RRs fosforilados. Como se 
puede observar en la Tabla 12, RR468 superpone siempre sensiblemente mejor 
con un RR fosforilado (o en presencia de BeF3-) que con el mismo RR sin 
fosforilar, lo que apoya la idea de que RR468 en el complejo adopta la 
conformación correspondiente al estado fosforilado. 
 
Tabla 12. Superposición de RR468 en complejo con otros 
RRs. Los valores de rmsd calculados para cada proteína se 
han realizado con el programa Lsqkab a partir de las 
estructuras depositadas en el PDB. En la Tabla se muestra la 
resolución, el rmsd al superponer las estructuras con RR468 en 
complejo y el nº de aminoácidos (aa) con los que se ha 
realizado la superposición. 
Protein PBD Resolución 
(Å) 
Rmsd 
RR468
(Å) 
Alignment 
Length 
(nº aa) 
   
CheY 1CHN 1,76 1,645 117 
CheY_BeF 1FQW 2,37 1,317 122 
Spo0F 1PEY 2,25 1,614 117 
Spo0F_BeF 2FTK 3,05 1,298 116 
PhoB 1B00 1,88 1,811 116 
PhoB_BeF 1ZES 1,90 1,106 120 
KdpE 1ZH2 2,00 1,082 117 
KdpE_BeF 1ZH4 2,20 1,141 118 
 
En la Figura 39 se muestra la superposición con uno de ellos, Spo0F unido 
a BeF3- en el complejo Spo0F:Spo0B, donde el rmsd global de los Cα fue de 1,3 
Å. Sin embargo, todos los residuos catalíticos superponían con un rms inferior al 
global, en concreto, 0,73 Å para Asp9, 0,48 Å para Asp10, 0,41 Å para Asp53, 
0,71 Å para T83 y 0,86 Å para K105. También el ion sulfato ocupa casi la 
misma posición que el ligando BeF3- el cual está unido al Asp54 emulando el 
estado fosforilado, alejándose el S del Be tan sólo 1,03 Å. La molécula de agua/ 
Mg2+ en RR468 que está interaccionando con los residuos catalíticos dista tan 
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sólo 1,07 Å del magnesio presente en la estructura de Spo0F. Todo esto apoya 
que podemos estar observando la conformación de RR468 fosforilado.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39. Superposición de RR468 (en el complejo con HK853-CD) y Spo0F (en el 
complejo con Spo0B y BeF3-). Representación de los residuos conservados del núcleo 
catalítico del complejo HK853-CD:RR468 (D9, D10, D53, T83, K105, H260A) 
superpuestos con los residuos respectivos en Spo0B:Spo0F (D10, D11, D54, T82, K104, 
H30). El sulfato (negro) superpone muy bien con el BeF3- y la molécula de agua (gris) 
está cercana al ión magnesio (verde). RR468 se representa en amarillo, Spo0F en verde, 
HK853-CD en azul y Spo0B en rojo.  
 
2) Posible mecanismo disociativo 
 
El estudio del centro activo del complejo HK853-CD:RR468 nos permite 
estudiar cual es el posible mecanismo de la reacción de fosfotransferencia.  
En la estructura del complejo HK853-CD:RR468, el N3 de la His260, el 
OD1 del Asp53 y el S del sulfato no presentan una geometría planar, sino que 
forman un ángulo N3-S-OD1 de 138,13º, valor inferior a los obtenidos en 
D10
D9
H260
D53
SO4
K105
T83
H2O
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modelos estructurales de quinasas en estado de transición durante la 
transferencia del fosforilo (158º) (Hutter and Helms, 2003). En una geometría 
planar (180º) de fosfotransferencia, la distancia entre OD1-N3 es de 7,91 Å y 
para esta distancia, el mecanismo de transferencia del fosforilo es 100 % 
disociativo (Figura 40). Asímismo, el análisis de las cargas neutralizantes en el 
centro activo también nos informa acerca del tipo de mecanismo que se está 
dando en el estado de transición.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40. Centro catalítico del complejo HK853-CD:RR468. Presentación de la 
distancia entre el residuo Asp53 (RR468) en amarillo y la His260 (HK853-CD) en azul. 
Se indica la distancia entre el OD1 del Asp53 y el N3 de la His260.  
 
Si observamos en detalle el centro catalítico del complejo (Figura 38,39 y 
40) la única carga positiva que se observa viene dada por la Lys105, que está 
formando enlace con el sulfato, y por el posible ion Mg2+. Esta carga 
neutralizante es baja y apoya un mecanismo de fosfotransferencia con 
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intermedio poco cargado como el disociativo frente al asociativo (ver apartado 
discusión 5.4.3.)  
 
3) El centro catalítico de fosfotransferencia y el de autofosforilación están cerca 
 
Cuando se analiza el centro catalítico, se observa que el N1 de la His260 (χ1 
= -172,6º; 12,13 % abundancia) está a 11,03 Å del fosfato β del ADP dentro de 
la misma subunidad. Si el complejo tuviera unido ATP en vez de ADP, la 
distancia entre el N1 de la His260 y el nucleótido ATP sería 8,63 Å (Figura 41). 
No obstante, si se pudiera trazar otro confórmero de la His260 (χ1 = 65.40º; 7.05 
% abundancia), la distancia entre el N3 y el fosfato γ del ATP que 
observaríamos sería de 6,04 Å. Esto nos lleva a pensar si la reacción de 
autofosforilación que precede a la de fosfotransferencia podría realizarse dentro 
de una misma subunidad, es decir, cis-intramolecular y no trans-intramolecular 
como se ha demostrado bioquímicamente en otras HKs. Sin embargo, el lazo de 
la tapadera del ATP obstruiría el paso del grupo fosforilo a la His260 (χ1) 
impidiendo la reacción de autofosforilación.  
Aparentemente, observando la estructura del complejo cabría esperar que 
un cambio conformacional en el lazo de la tapadera del ATP, además de una 
cierta reorganización de otros lazos y residuos permitiría la autofosforilación. Si 
la conformación de autofosforilación fuera similar a la de fosfotransferencia, 
podrían darse ambas reacciones secuencialmente, incluso con RR468 unido a 
HK853-CD, de forma que la rotación de la His260 funcionaría de puente para 
transportar el grupo fosforilo desde el ATP al Asp53. Para estudiar esta hipótesis 
se abordaron a nivel bioquímico las reacciones de autofosforilación y 
fosfotransferencia que se describen en apartados posteriores. 
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Figura 41. Posible mecanismo de autofosforilación y fosfotransferencia. En el panel 
de la izquierda se representa la distancia (11,15 Å) entre leal N1 de la His260 (I) y el 
fosfato β del ADP. En el panel de la derecha, se muestra la distancia entre el N3 del 
confórmelo (II) de la His260 y el fosfato γ del ATP (6,16 Å). 
 
4.4.6. Comparación de las estructuras de HK853-CD libre y en 
complejo 
 
La estructura del complejo HK853-CD:RR468 nos ha permitido observar 
los cambios que se han producido en HK853-CD libre para su unión a RR468. 
Sin duda, estos cambios están relacionados con las diferentes reacciones 
catalizadas por la enzima y gobernados a su vez por la señal. Por lo tanto, las 
diferentes conformaciones nos pueden informar sobre el mecanismo de 
transducción de la señal. 
En este sentido, para conocer los cambios en el dominio citoplasmático 
podemos comparar HK853-CD libre y en complejo mediante un análisis de los 
movimientos de cada uno de los dominios y cómo éstos han afectado en su 
interacción y en la unión con el RR. Para realizar un análisis utilizamos el 
programa Dyndom (Protein Domain Motion). Este programa determina 
movimientos de dominios, zonas y residuos bisagra en proteínas a partir de la 
comparación de dos estructuras independientes de la misma proteína.  
Tapadera ATP
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H260
ADP
(I)
6,04
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Según este análisis, el paso de la conformación en HK853-CD libre a la 
conformación del complejo se produce por una rotación casi pura de 37,1º y una 
traslación casi nula, de -1,7 Å (Figura 42). Los residuos del 317-319 localizados 
en la interfase DHp-CA actuarían como bisagra de dicho movimiento. Como el 
eje de rotación-traslación se encuentra cerca de los residuos bisagra situados en 
la interfase DHp-CA, denominamos por lo tanto a éste como eje bisagra. Si el 
eje bisagra es paralelo a la línea que une los centros de masas de ambos 
dominios se denomina eje de giro y si es perpendicular eje de cierre, asociándose 
movimientos de giro o cierre con cada uno de los ejes, respectivamente. Para 
HK853-CD el eje bisagra presenta un porcentaje de cierre del 93,7%, lo que el 
paso de la conformación libre a la de complejo implica un movimiento de cierre 
o de aproximación entre ambos dominios catalíticos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 42. Movimiento de cierre analizado mediante el programa Dyndom. Se ha 
coloreado en amarillo tanto los residuos que actúan como bisagra (que se encuentran en 
el lazo de conexión DHp-CA) como el eje de cierre. HK853-CD libre está coloreada en 
magenta y HK853-CD en complejo en azul.   
 
El análisis detallado de la superposición de HK853-CD libre y formando 
complejo (Figura 43) nos permite entender qué cambios locales han producido 
este reordenamiento general de los dominios. En primer lugar, la característica 
más llamativa es que la parte correspondiente al motivo de hélice enrollada 
Movimiento de cierre
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(232-244) observada en la estructura de HK853-CD libre, está desordenada, 
indicando que en dicha estructura los contactos que mantiene el motivo de hélice 
enrollada han cambiado debido a algún cambio conformacional.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43. Representación de los carbonos α de las estructuras superpuestas de 
HK853-CD en solitario (parte derecha) y del complejo HK853-CD:RR468 (parte 
izquierda). Se muestra la tapadera del ATP trazada en el complejo y el motivo de hélice 
enrollada que se observa en HK853-CD libre. 
 
Si se hubiera producido un cambio en el motivo de hélice enrollada es 
probable que éste se hubiera propagado al dominio DHp por lo que 
comprobamos si se habían producido movimientos en el dominio DHp de 
HK853-CD en complejo respecto de HK853-CD libre. Así pues, analizamos los 
90º 90º
ATP-lid
Motivo 
hélice enrollada
Membrana
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contactos entre las hélices del motivo de hélice enrollada y el comienzo del 
dominio DHp (Figura 44).  
Este análisis se hace por “capas” o vueltas de hélice a nivel de las 
interacciones de estas hélices. Comparando los residuos en las capas o vueltas de 
hélice observamos que las dos estructuras presentaban empaquetamientos 
distintos, que variaban de capa en capa desde el motivo de hélice enrollada hasta 
el dominio DHp y que en la capa cercana a la Pro265 (después de la 9º capa) 
convergían presentando el mismo tipo de empaquetamiento. Si el 
empaquetamiento era distinto, se deberían haber realizado movimientos de 
rotación y/o traslación para pasar de uno a otro. 
El análisis de estos movimientos mostró que las hélices habían sufrido un 
desplazamiento coordinado, de forma que en la parte superior del DHp 
conectado al motivo de hélice enrollada (6º capa), las hélices α1 y α2 se habían 
distanciado unos 4,2 Å, y a medida que el dominio DHp se proyectaba hacia el 
citoplasma, esta distancia disminuía hasta valores casi nulos en la capa 9º, donde 
se encontraba el residuo Pro265, residuo que funcionaba como bisagra. 
También se producía un movimiento de rotación en las hélices del dominio 
DHp, de forma que en la parte superior (6º capa), α1 rotaba unos 20º y α2 unos 
12º hacia las agujas del reloj. Dicha rotación iba disminuyendo a lo largo del 
DHp hasta alcanzar un valor mínimo de 2,5º en α1 y 1º en α2, en la 9º capa 
donde se encontraba la Pro265.  
Por otra parte, α1* y α2* presentaban un movimiento coordinado y similar 
de traslación y rotación al de α1 y α2. Sin embargo, las distancias entre α1 y α2* 
y entre α1* y α2 se mantenían aproximadamente constante, es decir que la 
superficie de interacción entre α1 y α2* no variaba. De forma que los 
movimientos de traslación y rotación observados entre α1 y α2 deben ser 
concertados para permitir un cambio en el empaquetamiento. 
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Figura 44. Representación por capas de los dominios HAMP y DHp de HK853-CD 
libre y en complejo. Mediante una visión desde la membrana, se muestran por capas 
(1º-10º capa) o vueltas de hélice en cintas los residuos no expuestos al solvente de 
ambos dominios. Los valores de traslación se han calculado como la sustracción de la 
distancia entre los carbonos α de la diferencia entre α1-α2 o α1-α2* libre y en complejo.  
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Como se ha indicado anteriormente, el dominio CA descansa en las hélices 
α1 y α2 del dominio DHp de la misma subunidad. Por lo tanto, estos cambios 
generan una nueva superficie expuesta entre ambos dominios, que induce una 
reacomodación del dominio CA generando nuevas interacciones o desplazando 
las existentes. La estructura de HK853-CD libre permitió definir dos zonas de 
interacción hidrofóbica entre DHp y CA que se encontraban alrededor de cada 
hélice del DHp (α1 y α2). La primera zona está formada por las interacciones de 
la hélice α2 con la hélice de conexión DHp-CA y con α3 y α5 (caja G2) del 
domino CA. En concreto, se forma una zona hidrofóbica entre α2 (Phe312, 
Leu315) y los residuos de la conexión DHp-CA (Leu320 e Ile322) y los residuos 
de α5 (Leu444, Ala447 and Ile448), así como interacción entre α2 (Asp311) y 
α3 (Arg369 y Gln372). La segunda zona está formada por las interacciones entre 
α1 y la Phe428 conservada de la caja F que se encuentra en el dominio CA. La 
Phe428 que se proyecta hacia el hueco hidrofóbico que forman los residuos 
(Ile247, Met250, Phe254). 
Los cambios que se observan se producen en las dos zonas descritas 
anteriormente. La Phe254 (α1) y Phe312 (α2) se alejan pasando de una distancia 
entre los Cα de 9,17 Å a 13 Å abriendo la cavidad hidrofóbica del corazón del 
DHp que formaban permitiendo que Phe428 se acomode en la cavidad al 
desplazarse 6,4 Å hacia el ápice del dominio DHp (Figura 45). Este movimiento 
que ha sido puesto de manifiresto por Dyndom, acerca el dominio CA al DHp de 
forma que la interacción entre Met250 (α1) con Phe428 (α4) se rompe. En el 
lugar que ocupaba la Phe428 ahora se ubica el Glu426 (caja F) que forma un 
puente salino con Arg246 (DHp α1). En la nueva cavidad formada entre las 
hélices α1 y α2 de DHp, además de introducirse la Phe428 se introduce el 
residuo Phe254 y Leu444 haciendo nuevos contactos entre ellos y se mantiene el 
contacto entre la Phe312 y la Leu444. De estos contactos, el residuo Phe254 ya 
no interacciona con Thr442, el cual hace un nuevo contacto con Glu261. Por otra 
parte, los contactos en la zona de α2 con la conexión DHp-CA se mantienen 
constantes, como era de esperar para una zona bisagra. 
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Figura 45. Superposición de las estructuras de HK853-CD libre y en complejo 
mostrando la segunda zona de interacción hidrofóbica. Se muestran los residuos de 
la interfase DHp y CA que sufren los cambios más característicos en HK853-CD 
complejo (azul) respecto de HK853-CD libre (morado). Se indican las distancias entre la 
F254 y F312 en HK853-CD libre (9,2 Å) y en el complejo (13 Å) y el desplazamiento de 
F428 (6,4 Å) debido al cambio conformacional. También se indica la posición de la 
tapadera del ATP y la región bisagra.    
 
 
A la vista de los resultados, queda claro que los movimientos en DHp α1 y 
α2 ayuden a estabilizar el lazo de la tapadera del ATP gracias al aumento de las 
interacciones hidrofóbicas a través de los residuos F428 y Q427 en el inicio de la 
tapadera del ATP y con T442 y L444 que se encuentran al final de la tapadera 
del ATP. 
4.5. Estructura de RR468 en solitario 
4.5.1. Cristalización de RR468 en solitario 
 
Con la finalidad de caracterizar los cambios conformacionales de RR468 
asociados a su unión con HK853-CD, se abordó la resolución de la estructura de 
RR468 en solitario. Para ello, RR468 se cristalizó mediante la técnica de 
Tapadera del ATP
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difusión de vapor. Las condiciones iniciales de cristalización se obtuvieron en 
gota sentada utilizando una mezcla que contenía de 1 μl de 15 mg/ml RR468 y 1 
μl de disolución 30 % PEG 3350, 0,2 M de sulfato amónico y 0,1 M Tris pH 8.5.  
En estas condiciones se obtuvieron cristales con forma de aguja muy 
entrelazados y difíciles de separar físicamente sin dañarlos para conseguir 
monocristales (Figura 46). Estos cristales se intentaron optimizar mediante gota 
colgante utilizando dos aproximaciones; 1) variando las concentraciones de los 
tres componentes de la disolución (pH, PEGs y el tipo de sal) y 2) buscando 
aditivos que añadidos a las condiciones iniciales de cristalización permitiera 
generar cristales individuales. Esta segunda aproximación se realizó generando 
una nueva matriz que incluía como base la condición donde se obtenían los 
cristales más el 15% de las disoluciones de la matriz comercial Crystal Screen 
HT. Con la primera aproximación se pudieron conseguir agujas más grandes 
pero entrelazadas que llamamos forma cristalina I (Figura 46). Por el segundo 
método, se observó que añadiendo 2-metil-2,4-pentanodiol (alrededor de 3-5 % 
v/v) se obtenían cristales con una nueva forma cristalina de tipo hexagonal que 
llamamos forma cristalina II (Figura 46). Con esta segunda aproximación, se 
obtuvieron monocristales que aparecían al cabo de 2-3 días. Sin embargo, no 
fuimos capaces de obtener monocristales únicos e independientes de la forma 
cristalina I, de forma que para su congelación y posterior difracción hubo que 
manipular los cristales de la gota hasta conseguir separar algún trozo de cristal.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Diferentes formas cristalinas de RR468. La forma I corresponde a los 
cristales con forma de aguja y la forma II corresponde a los cristales con forma 
hexagonal. 
Forma I Forma II
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4.5.2. Difracción, procesado de los datos cristalográficos y 
refinamiento de la estructura 
 
Para la difracción de los cristales RR468, éstos se transfirieron a una 
disolución crioprotectora que consistió en incrementar el PEG y añadir 
etilenglicol para la forma cristalina I y en incrementar PEG y MPD para la forma 
II. Los datos de difracción se recogieron en la línea BM16 en el Sincrotrón 
ESRF de Grenoble (Francia). Para los cristales con forma I, se separaron 
fragmentos de varilla entrelazados y se recogieron dos de estos fragmentos de 
cristales que provenían de dos gotas diferentes y que sorprendentemente 
pertenecieron a dos grupos espaciales distintos, aunque eran morfológicamente 
similares.  
El primero (A) difractó hasta 2,8 Å perteneciente al grupo espacial P65 
con dimensiones de celda a = 81,0, b = 81,0, c = 80,2 Å, α=β= 90º γ=120º y el 
segundo (B), cuya difracción llegó hasta 2 Å perteneció al grupo espacial 
P212121 con dimensiones de celda a = 34,6, b = 55,5, c = 58,4 Å, α=β=γ=90º. En 
la Tabla 13 se representan los datos de recogida para la forma I (A) a 2,8 Å y 
para I (B) a 2,0 Å. La celda unidad del primer cristal era coherente con la 
presencia de dos moléculas de RR468 por unidad asimétrica con un contenido de 
solvente del 40 % y la celda unidad del segundo contenía una sola molécula de 
RR468 con un contenido de solvente del 50 %. 
Para la forma cristalina II los cristales no difractaron en ningún caso mejor 
que 4 Å siendo además el patrón de difracción muy anisotrópico. El indexado de 
las imágenes mostró que los cristales pertenecían al grupo espacial C2 con 
dimensiones de celda a = 164,3, b = 94,2, c = 112,17 Å, α=γ=90º, β = 98,9º. Para 
estas dimensiones calculando el coeficiente de Matthews, en la celda unidad 
cabrían desde 10 moléculas con un porcentaje de solvente del 60,4 % hasta 15 
moléculas con un 40,7 % de solvente. Probablemente la pobre difracción fue 
debida bien al gran número de moléculas en la unidad asimétrica o bien a la gran 
cantidad de solvente en el caso de haber menos moléculas. 
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La estructura de RR468 en los dos cristales de la forma I se resolvió por 
reemplazo molecular utilizando como modelo las coordenadas espaciales de 
RR468 procedentes de la estructura del complejo. Una vez realizado el 
reemplazo molecular, la estructura se refinó con ciclos de trazado y refinamiento 
consecutivos hasta obtener un modelo definitivo. 
 
Tabla 13. Datos de procesado para RR468 forma I (A) y (B). 
Datos de procesado Forma I (A) Forma I (B) 
Longitud de onda (Å) 0,805 1,008 
Rango de resolución (Å) 80,32-2,8 (2,95-2,8) 22,1-2,0 (2,11-2,00) 
Rmerge (%) 6,9 (36,2) 8,8 (38,3) 
I/σ(I) 26,4 (4,9) 14,6 (3,9) 
Nº reflexiones 
totales/únicas 
77217/7460  
(9594/1073) 
40193/7951 
(5812/1143) 
Completitud 100 (100) 99,3 (100) 
Multiplicidad 10,4 (8,9) 5,1 (5,1) 
Grupo espacial P65 P212121 
Dimensiones de la celda (Å) a=81,0 b=81,0 c=80,2   a=34,6 b=55,5 c=58,4   
Ángulos α=β=90º γ=120º α=β=γ=90º 
Los valores entre paréntesis se refieren a la capa de mayor resolución 
 
Los datos de refinamiento para la estructura de la forma I (B) se muestran 
en la Tabla 14. El trazado de las dos estructuras rindió modelos sin aparentes 
diferencias de manera que el análisis se ha realizado con la estructura de mejor 
resolución.  
El valor de Rfree es un ~19 % superior al del Rcrys y el valor de la desviación 
standard del Rfree al escoger un 7.5 % de las reflexiones totales (594) es de 1,06. 
Este último valor es un poco alto y quizás deberíamos haber escogido hasta un 
10 % de las reflexiones totales para el Rfree.  
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Tabla 14. Datos refinamiento para RR468 forma I (B). 
Datos de refinado RR468 forma I (B) 
Rcrys (%) 21,06 
Rfree (%) 25,95 
Nº de átomos de proteína 828 
Nº de moléculas de agua 245 
RMSD 
    Desviación de enlace (Å) 
    Desviación de ángulos (º) 
 
0,02 
1,60 
Media B-factor (Å2) 
    Cadena principal 
    Cadena lateral + agua 
    Todos los átomos 
 
31,36 
37,18 
34,57 
Mapa Ramachandran  
    Más favorables (%) 
    Permitidas (%) 
    Permitidas generosamente (%) 
    No permitidas (%) 
 
93,5 
4,7 
1,9 
0 
Rcrys= Σ‖Fo|−|Fc‖/Σ|Fo|  
 
4.5.3. Comparación de las estructuras de RR468 libre y en 
complejo 
 
Si comparamos las estructuras de RR468 en solitario y formando complejo 
con HK853-CD (Figura 47) observamos que no hay ningún sulfato formando 
enlace con el Asp53 en RR468 en solitario a diferencia de RR468 en el 
complejo. Por otra parte, los cambios conformacionales se encuentran reducidos 
a los lazos Lβα3 y Lβα4 y en menor medida en Lβα5. En concreto, frente a un 
rmsd global de 1,12 Å entre ambas moléculas, la superposición de los residuos 
del Lβα3 (55-59) presenta un rmsd de 4,6 Å, los residuos del Lβα4 (85-90) un 
rmsd de 4,1 Å y los residuos del Lβα5 (104-107) tan sólo presentan un rmsd 1,5 
Å. El que estos residuos localizados en Lβα3 y Lβα4 tengan conformaciones 
variables en ambas estructuras tiene implicaciones funcionales asociadas no sólo 
con la unión a HK853-CD sino también con el estado de activación 
(fosforilación) en que se encuentra la proteína.  
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Figura 47. Estructura de RR468 libre y RR468 superpuestos. Se presenta RR468 libre 
(morado) y RR468 unido a HK853-CD (amarillo) con los residuos D9, D10, D53, T83, 
V102, K105 y los lazos Lβα1, Lβα2, Lβα3, Lβα4, Lβα5, además del sulfato (SO4) 
resaltados.  
 
El modelo de acoplamiento T-lazo-Y explica el paso de la forma inactiva, 
no fosforilada, a la activa en base a los cambios conformacionales observados 
entre la Tyr del Lβα5, el Lβα4 y la Thr del Lβα4 (Apartado 1.7.3). Si 
observamos las estructuras de RR468 superpuestas (Figura 47), vemos que en 
RR468 libre, la Thr87 del Lβα4 está orientada hacia fuera del centro activo del 
mismo modo que el Lβα4 y la Val102 del Lβα5, que se corresponde con la Tyr, 
se alejan de éste. De manera que por analogía a la descripción del acoplamiento 
T-lazo-Y estaríamos observando, en la estructura de RR468 en solitario, el 
estado inactivo de RR468 en el cual el RR no está fosforilado. Por otra parte, en 
la estructura de RR468 unida a HK853-CD observamos que tanto la Thr87 como 
la Val102 están mirando hacia dentro del centro activo, y además la Thr87 está 
formando enlace con un sulfato que hemos propuesto emula a un fosforilo, por 
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lo tanto estaríamos observando la forma activa fosforilada del RR (como se ha 
discutido en el Apartado 1.7.3). 
Si superponemos RR468 libre y acomplejado con HK853-CD con un RR 
del cual se conoce su estructura en forma activa e inactiva (por ejemplo PhoB), 
puede observarse que la conformación de RR468 en el complejo es más parecida 
a PhoB fosforilado que al propio RR468 libre. Del mismo modo la conformación 
de RR468 libre es más parecida a PhoB no fosforilado (Figura 48) (Ver Tabla 
12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 48. Superposición de las estructuras RR468 libre, RR468 en complejo, PhoB 
y PhoB-BeF3-. Se presenta RR468 libre (morado), RR468 unido a HK853-CD (amarillo), 
PhoB (verde; PDB: 1B00) y PhoB-BeF3- (azul; PDB: 1ZES) en cintas. Se destacan los 
lazos Lβα1, Lβα2, Lβα3, Lβα4, Lβα5 y α4 donde se producen los mayores cambios 
conformacionales. El sulfato (SO4) y trifluororuro de berilio (BeF) se muestran en ball-
and-stick.  
 
La superposición de RR468 en el complejo con otros RRs fosforilados, la 
presencia del grupo sulfato y el parecido de su conformación con la 
conformación del estado activo o fosforilado de los RRs, según la definición del 
modelo de acoplamiento T-lazo-Y, apoya nuevamente que RR468 en el 
BeF3SO4
Lβα5
Lβα4
α4
Lβα3
Lβα1
Lβα2
Resultados 
 
 134
complejo muestra la conformación del estado fosforilado. En contraste, la 
estructura de RR468 libre refleja la conformación de RR468 inactivo. Es más, si 
superponemos RR468 libre en la estructura del complejo, observamos que la 
conformación de Lβα3 es tal que dicho lazo se encuentra entre la His260 y el 
Asp53 impidiendo ubicar el grupo fosforilo en el centro activo así como realizar 
la fosfotransferencia (Figura 49).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 49. Superposición de la estructura de RR468 libre en el complejo HK853-
CD:RR468. Se presenta RR468 libre (morado) y RR468 unido a HK853-CD (amarillo) 
con los residuos D9, D10, D53, T83, V102, K105 y el Lβα3, así como el sulfato (SO4) 
resaltados y la H260. Se puede observar que la disposición del Lβα3 presenta problemas 
estéricos con el sulfato.  
 
Esto sugiere que para poder llevar a cabo la reacción de fosfotransferencia 
y que RR468 se fosforile, es necesario que el Lβα3 se retire del centro activo, 
adquiriendo una conformación similar a la observada en el complejo y por lo 
tanto cercana a la conformación activa.  
D53
D10
D9
T83
K105
SO4H2O
Lβα3
H260
Tapadera del ATP
                                                                                                   Resultados                   
 
 135
4.6. Estudio de la reacción de autofosforilación en el complejo 
 
Como se ha comentado anteriormente, al analizar la estructura del 
complejo, nos sorprendió la cercanía de la His aceptora a la molécula de 
nucleótido dentro de la misma subunidad. Ello sugería una autofosforilación en 
CIS y por tanto contradecía el paradigma de la autofosforilación en TRANS, 
establecido con los sistemas modelo NtrB y EnvZ (Cai and Inouye, 2003; Ninfa 
et al., 1993). Sin embargo, hay que recordar que las hélices del dominio DHp en 
HK853-CD y EnvZ están intercambiadas (Figura 6), de forma que α2 en 
HK853-CD se corresponde con α2* en EnvZ. Todo esto nos llevó a abordar el 
estudio bioquímico del mecanismo de autofosforilación en HK853-CD.  
4.6.1. Fosforilación de heterodímeros  
 
Para comprobar qué tipo de autofosforilación se estaba produciendo, se 
decidió utilizar la estrategia ya seguida para probar la trans-autofosforilación con 
la HK NtrB (Ninfa et al., 1993) y con la HK EnvZ (Cai and Inouye, 2003). Esta 
estrategia consiste en formar heterodímeros de HK donde cada subunidad pueda 
ser distinguida por su peso molecular. En estos heterodímeros se combina 
proteína silvestre y/o mutante que no pueda fosforilarse (con His mutada) o que 
no puedan fosforilar (con el sitio de unión de nucleótido mutado) o ambos cosas 
a la vez. Esto permite identificar que subunidad del heterodímero se ha 
autofosforilado y que subunidad es la que fosforila.   
En este sentido, aprovechamos la posibilidad de producir HK853-FL 
soluble y su diferencia de peso molecular con HK853-CD para producir 
heterodímeros. Generamos el simple mutante H260A (ΔHis) no fosforilable, un 
doble mutante en el sitio de unión a ATP N380A/D411A (ΔATP) no fosforilante 
y un triple mutante H260A/N380A/D411A (ΔNull) totalmente inactivo. 
Para generar los heterodímeros primero hay que disociar los homodímeros, 
de manera que tuvimos que aumentar la temperatura hasta 80 ºC e introducir el 
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agente caotrópico urea a concentraciones 6 M. Tras dializar una mezcla de 
HK853-CD y HK853-FL que se había sometido a este tratamiento se observó la 
formación de la especie heterodímero (entorno a un 33 %) y la presencia de las 
especies homodímeros de FL y CD. Las tres especies pueden ser separadas en 
geles nativos (Figura 50).  
 
 
 
 
 
 
Figura 50. Gel nativo mostrando la formación del heterodímero a partir de HK853-
FL y HK853-CD. En A se observa el heterodímero (FL/CD) formado a partir de una 
mezcla de proteína HK853-FL (FL/FL) y HK853-CD (CD/CD). En B y C se muestran los 
controles de HK853-FL y HK853-CD, respectivamente.  
 
Las tres especies, homodímero HK853-FL, homodímero HK853-CD y 
heterodímero HK853-FL/HK853-CD presentes en las muestras provenientes de 
proteínas silvestres, eran activas, indicando que la condición termoestable de 
HK853 permitía a la proteína soportar este drástico tratamiento. Posteriormente 
se realizaron distintas combinaciones entre las proteínas silvestres HK853-FL y 
HK853-CD y los mutantes FL-ΔHis, CD-ΔHis, FL-ΔATP, CD-ΔATP, FL-
ΔNull, CD-ΔNull y se realizaron ensayos de autofosforilación con [γ-32P] ATP 
para ver cuál de las dos subunidades había sido fosforilada. 
En primer lugar, comprobamos mediante geles Nativo-PAGE (Figura 51A) 
que las distintas combinaciones habían rendido heterodímero y en cantidades 
similares, lo que indicaba que las mutaciones no tenían efecto en el proceso de 
disociación-asociación. Posteriormente, se realizó un ensayo de fosforilación en 
el que todas las combinaciones (Figura 51B) se fosforilaban con [γ-32P]ATP 
durante 10 min. Previamente para cada combinación se realizó un ensayo 
tomando muestra a diferentes tiempos y comprobando que la fosforilación era 
máxima a los 10 min.  
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En la Figura 51E, se muestra un resumen de todas las combinaciones 
realizadas. Las muestras 5 (FL-ΔHis + CD-ΔATP) y 9 (FL-ΔATP + CD-ΔHis) 
estaban formados por una subunidad con mutación en la His y otra subunidad 
con mutación en el domino CA, de forma que la subunidad sin mutación en CA 
debería unir el ATP y fosforilar a la subunidad contraria sin mutación en la His 
de forma que los heterodímeros en estas combinaciones solamente son 
fosforilables en un mecanismo TRANS. El ensayo de fosforilación de estas 
muestras no dio lugar a ningún tipo de especie fosforilada en los homodímeros, 
como era de esperar ya que contenían mutaciones en la His o CA, ni tampoco a 
la fosforilación de los heterodímeros, indicando que no se producía la 
fosforilación en TRANS.  
Las muestras 6 (FL-ΔNull + CD) y 8 (FL + CD-ΔNull), contenían 
heterodímeros fosforilables solamente mediante un mecanismo CIS ya que éstos 
estaban formados por una subunidad silvestre y otra subunidad triple mutante. 
La fosforilación de estas muestras dio lugar a la fosforilación de los 
homodímeros silvestres (CD para 6 y FL para 8) y sorprendentemente dio lugar 
a fosforilación de los heterodímeros. Esta fosforilación sólo es posible por una 
CIS-autofosforilación de la subunidad silvestre.  
En el resto de combinaciones 2 (FL + CD-ΔATP), 3 (FL-ΔATP + CD), 4 
(FL-ΔHis + CD) y 7 (FL + CD-ΔHis), los heterodímeros podrían 
autofosforilarse en CIS o TRANS ya que contenían una subunidad silvestre y 
otra subunidad mutada, bien en la His o en el dominio CA. Para estas 
combinaciones observamos que en 2 y 7, el homodímero FL silvestre estaba 
fosforilado, así como los heterodímeros pero no los homodímeros CD-ΔATP y 
CD-ΔHis, respectivamente. En 3 y 4, el homodímero CD silvestre estaba 
fosforilado al igual que el heterodímero, sin embargo, no estaban fosforilados los 
homodímeros FL-ΔATP y FL-ΔHis, respectivamente. Por lo tanto, en todas las 
combinaciones 2, 3, 4, y 7 el heterodímero estaba fosforilado. Para determinar 
sin ambigüedad que subunidad del heterodímero se había fosforilado, corrimos 
un gel SDS-PAGE (Figura 51C) con todas las muestras y observamos bandas 
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marcadas radioactivamente para una sola especie, en cada caso, que deberían 
corresponder a la fosforilación de las especies homodiméricas silvestres y a la 
fosforilación de las subunidades provenientes de los heterodímeros.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 51. Análisis del mecanismo de autofosforilación por electroforesis Nativa-
PAGE y SDS-PAGE. En la parte superior A se muestra el gel nativo-PAGE de cada una 
de las combinaciones de proteínas después de la formación de los heterodímeros. En B 
se muestra un gel nativo-PAGE después de la reacción de autofosforilación con [γ-
32P]ATP para cada una de las combinaciones. En C se muestra un gel SDS-PAGE de las 
muestras del gel B. En D se muestra el análisis en un gel SDS-PAGE de las bandas de 
heterodímero cortadas después de su fosforilación. En E se muestran, 
esquemáticamente, todas las combinaciones utilizadas (HK-FL:HK-CD, 1 (FL:CD), 2 
(FL:CD-ΔATP), 3 (FL-ΔATP:CD), 4 (FL-ΔHis:CD), 5 (FL-ΔHis:CD-ΔATP), 6 (FL-
ΔNull:CD), 7 (FL:CD-ΔHis), 8 (FL:CD-ΔNull), 9 (FL-ΔATP:CD-ΔHis) agrupados por los 
posibles mecanismos de autofosforilación. Los cilindros alargados corresponden a una 
subunidad FL y los cortos a una subunidad CD. Los círculos con raya indican mutación 
bien de la His fosforilable o de la capacidad de unión del ATP.   
 
Para la muestra 2, y 7 sólo se observó fosforilación de la subunidad FL 
silvestre y para 3 y 4 sólo se observó fosforilación de la subunidad CD silvestre 
indicando que la fosforilación en el heterodímeros era CIS. Para las muestras 6 y 
8, en donde el mecanismo sólo podía ser CIS, se observó fosforilación de las 
►
►FL/FL
►
FL/CD
CD/CD
►FL
►CD
►FL
►CD
A
B
C
1 2 3 4 5 6 7 8 9
►
►FL/FL
►
FL/CD
CD/CD
FL CD
D
Nativo-PAGE
Nativo-PAGE
+ [γ-32P] ATP
SDS-PAGE
+ [γ-32P] ATP
SDS-PAGE
+ [γ-32P] ATP
E
H
ATP
H
ATP
H
ATP
H
ATP
FL/FL CD/CD
1
H H
ATP ATP
H
2
H
ATP
H
7
ATP ATP
H
8
ATP
H
3
H
ATP
H
9
ATP
4
H
ATP ATP
5
H
ATP
6
H
ATP
CIS y TRANS
TRANS
CIS
                                                                                                   Resultados                   
 
 139
subunidades silvestres CD y FL, respectivamente. Como ya se ha indicado, para 
las muestras 5 y 9 donde el mecanismo sólo podía ser TRANS, no se observó 
fosforilación alguna. Este resultado, confirmaba que la autofosforilación se 
realizaba en CIS de forma intramolecular.  
Para asegurarnos de que las bandas fosforiladas en el SDS-PAGE también 
provenían de la subunidad en el heterodímero y no estaban enmascaradas por la 
contribución de la especie homodimérica a la fosforilación, cortamos las bandas 
del heterodímero fosforilado en el gel nativo y las sometimos a SDS-PAGE. En 
la Figura 51D, se muestran las bandas fosforiladas de las subunidades 
provenientes de los heterodímeros fosforilados. De nuevo, el heterodímero de las 
muestras 5 y 9 que se corresponden con un mecanismo TRANS puro, no 
muestran ninguna subunidad fosforilada. Los heterodímeros de las muestras 6 y 
8, correspondientes a un mecanismo CIS puro, contienen una sola subunidad 
fosforilada correspondiente a la subunidad silvestre ya que la subunidad 
contraria contenía tanto la His como el dominio CA mutada.  
En los heterodímeros de las muestras 2, 3, 4 y 7 también observamos 
fosforilación de una sola subunidad, la subunidad FL para 2 y 7 ya que CD está 
mutado y la subunidad CD para 3 y 4 ya que FL está mutado. En todos los casos, 
aparecen fosforiladas todas las subunidades silvestres, hecho que tiene su 
explicación en que la autofosforilación se realiza de modo CIS, es decir, dentro 
de la misma subunidad. Los resultados obtenidos con las especies 2 y 3 también 
descartan la autofosforilación inter-dímeros.  
En resumen, nuestro análisis de fosforilación con los derivados truncados y 
mutantes de HK853 es consistente con la cercanía de los dominios DHp y CA de 
la misma subunidad en la estructura del complejo y demuestra que la 
autofosforilación se produce por un proceso intramolecular en CIS puro y no en 
TRANS como ocurre en las HKs previamente caracterizadas.  
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4.7. Estudio del mecanismo acoplado de autofosforilación y 
fosfotransferencia 
 
Como se ha indicado anteriormente, si HK853 se autofosforila en CIS es 
probable que la conformación que adquiera la proteína en este proceso sea 
bastante cercana (aunque no igual) a la que observamos en el complejo con 
RR468. En ese caso, si la estructura del complejo corresponde a la reacción de 
fosfotransferencia, nos preguntamos si era posible que ambas reacciones 
estuvieran acopladas mediante el cambio conformacional de la His aceptora, y 
por tanto que incluso ambas reacciones se pudieran producir estando ambas 
proteínas unidas. 
Para comprobar esta hipótesis, decidimos analizar las reacciones de 
autofosforilación y fosfotransferencia del complejo “atado” mediante un puente 
disulfuro o bien utilizando un entrecruzador que contiene un brazo espaciador 
para permitir mayor movilidad entre las moléculas. 
 
4.7.1. Fosforilación del complejo entrecruzado mediante puente disulfuro 
 
Para entrecruzar el complejo HK853-CD:RR468 mediante puente 
disulfuro, se realizaron las mutanciones a Cys, A271C en HK853-CD e I17C en 
RR468. Estos dos residuos se encuentran alejados del centro catalítico de forma 
que su mutación no dificulta las actividades catalíticas, comprobándose 
posteriormente que ambos mutantes a Cys eran activos (Figura 53). Ambas 
proteínas, CD-A271C y RR-I17C se coexpresaron para obtener mayor 
rendimiento en la formación del complejo entrecruzado mediante puente 
disulfuro y se oxidaron durante 30 min a 37 ºC con [Cu(OP)2] para aumentar la 
formación del puente disulfuro.  
Como se ha mostrado en el Apartado 4.2.2., HK853-CD tiene una alta 
actividad fosfatasa sobre RR468. Por lo tanto, si en el aducto formado se 
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fosforilaba HK853-CD, la presencia de RR468 provocaría la fosfotransferencia 
al RR y seguidamente su defosforilación mediada por la actividad fosfatasa de 
HK853-CD, lo que impediría ver alguna de las dos especies fosforiladas (como 
ocurre cuando se hace el ensayo en disolución) y no podríamos discernir entre 
un resultado positivo o negativo.  
Por este motivo, generamos dos dobles mutantes de RR468 (I17C/D53A) y 
(I17C/K105A). El mutante D53A, tenía el Asp fosforilable mutado y por tanto 
no podría aceptar el grupo fosforilo, de manera que HK853-CD se mantendría 
fosforilada. El mutante K105A podría impedir la defosforilación de RR468 por 
parte de HK853-CD según se infiere de los datos obtenidos con la mutación 
equivalente en CheY. (Lukat et al., 1991).  
Comprobamos si se producía fosfotransferencia a los mutantes de RR468. 
Para ello, realizamos un ensayo en donde HK853-CD fosforilada se incubaba 
con RR468 silvestre (RRWT), RR-D53A, RR-K105A y observamos la cinética de 
transferencia del grupo fosforilo (Figura 52). 
Como ya sabíamos, la fosfotransferencia a RRwt era muy rápida del mismo 
modo que la defosforilación mediada por la HK, de manera que no se observaba 
banda marcada correspondiente a RR468~P o a HK853-CD. La mutación RR-
D53A no tiene ningún efecto sobre el estado de fosforilación de HK853-CD, 
confirmando que Asp53 es el residuo que se fosforila. 
Sin embargo, se producía fosfotransferencia a RR-K105A aunque más 
lenta. A los 10 s se había producido una fosfotransferencia del 28 %, a los 2,5 
min del 36 %, a los 10 min del 55 % y a los 15 min del 65%. Además tampoco 
observamos aquí la marca radioactiva correspondiente a RR-K105A.(Figura 52). 
Este ensayo indicó que en RR468, el residuo K105A contribuía a la reacción de 
fosfotransferencia. En contra de lo esperado, K105A no parecía implicado en la 
defosforilación, aunque tampoco podemos descartar cierto efecto, no detectable 
en nuestras condiciones.  
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Figura 52. Ensayo de fosfotransferencia entre HK853-CD y RR468, RR-D53A y 
K105A respectivamente. Fosforilación de HK853-CD durante 30 min y posterior adición 
de RR468 silvestre (RRWT), RR468 (D53A), RR468 (K105A) y control parando la 
reacción a los 10 s, 2,5, 10 y 15 min. En la parte inferior se muestra una gráfica donde se 
compara la fosforilación de HK853-CD sin añadir RR y añadiendo RR-D53A o RR-
K105A. La mutación a K105A no anula la fosfotransferencia pero si influye en la 
velocidad de reacción. 
 
Una vez analizada la reacción de HK853-CD con los mutantes de RR468 
deducimos que si entrecruzamos el complejo HK-A271C:RR-I17C/D53A, HK-
A271C podría mantenerse autofosforilada, pero en el complejo HK-A271C:RR-
I17C/K105A era menos probable que pudiéramos observar especie fosforilada. 
En la Figura 53A se muestran los resultados de la purificación de los tres 
complejos formados entre CD-A271C y los RRs (RRwt, RR-D53A y RR-
K105A) en geles SDS-PAGE con y sin β-mercaptoetanol. En ausencia de 
reductor, se observan dos especies, la de la subunidad de CD-A271C 
(MW=29,340 Da) y la del complejo atado mediante puente disulfuro 
(MW=43,169 Da).  
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En los geles SDS-PAGE con β-mercaptoetanol se observa cómo el 
complejo se disocia dando lugar a las dos proteínas individuales y además se 
observa un exceso de HK853-CD respecto de RR468. Aunque la purificación 
fue encaminada a obtener complejos entrecruzados puros esto no se pudo 
conseguir. De todos modos las muestras purificadas mostraban más de un 50 % 
de complejo formado para CD-A271C:RR-I17C y CD-A271C:RR-I17C/K105A 
y más de un 80 % para CD-A271C:RR-I17C/D53A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 53. Ensayo de entrecruzamiento del complejo HK853-CD:RR468 mediante 
puente disulfuro. En A se muestran los geles correspondientes a las proteínas WTcys 
[HK853-CD (A271C):RR468 (I17C)], D53Acys [HK853-CD (A271C):RR468 (I17C/D53A)], 
K105Acys [HK853-CD (A271C):RR468 (I17C/K105A)] sin (izquierda) y con (derecha) β-
mercaptoetanol. En B se muestra el gel correspondiente a la reacción de 
autofosforilación con [γ-32P] ATP. La reacción de autofosforilación se paró a 1, 10 y 30 
min. Enmarcado en rojo se muestra las bandas correspondientes al complejo 
entrecruzado. 
 
El ensayo posterior de fosforilación (Figura 53B) con las muestras 
conteniendo los respectivos complejos, dejaba inferir cierta fosforilación en el 
K105Acys D53Acys WTcys
1’ 10’ 30’ 1’ 10’ 30’ 1’ 10’ 30’ M
HK853-CDcys~P
B
HK853-CDcys:RR468cys~P
49.0
34.0
25.0
85.0
19.0
117.0
(-) ß-mercapto
SDS-PAGE
+ [?-32P] ATP
K105AcysD53AcysWTcys
(-) ß-mercapto
HK853-CDcys
RR468cys
HK853-CDcys:RR468cys
A
MK105AcysD53AcysWTcys
(+) ß-mercapto
116.0
66.2
45.0
35.0
25.0
18.4
14.4
SDS-PAGE
►
►
►
►
►
Resultados 
 
 144
complejo donde RR-I17C/D53A estaba presente, pero la señal obtenida era muy 
baja comparado con la cantidad de complejo presente. 
También puede observarse en el gel que la banda de HK853-CD sin 
entrecruzar se mantiene fosforilada en los tres casos. Este dato indica que no 
tenemos RR468 libre ya que si no se produciría transferencia del fosforilo desde 
HK853-CD a RR468 y la marca radioactiva sería eliminada, al menos, en la 
muestra de RR468wt. 
Estos resultados tenían dos lecturas, la primera es que nuestra hipótesis de 
partida era errónea y no era posible que estando RR468 unido a HK853-CD se 
produjera la autofosforilación y la segunda es que eran necesarios algunos 
cambios conformacionales menores para la autofosforilación, los cuales podrían 
estar impedidos por la fuerte restricción impuesta mediante un puente disulfuro. 
En este contexto, como se apuntó anteriormente, la tapadera del ATP en la 
estructura del complejo estaría interfiriendo entre la His aceptora y la molécula 
de nucleótido. 
4.7.2. Fosforilación del complejo entrecruzado con DMS y DTBP  
 
Pusimos a prueba la segunda hipótesis y decidimos entrecruzar HK853-CD 
y RR468 de forma covalente pero permitiendo una pequeña libertad de 
movimientos, para lo cual se utilizó una molécula entrecruzadora 
homobifuncional como dimetil suberimidato (DMS), que inserta un brazo 
espaciador de 11,9 Å, superior a la distancia de 2 Å del enlace covalente CYS-
CYS. DMS contiene un enlace imidoester que reacciona con aminas primarias 
entre pH 8-9 para formar un enlace amidina estable, de forma que puede servir 
como conector entre dos proteínas que contengan residuos de Lys. Para 
comprobar que la autofosforilación de HK853-CD entrecruzada con RR468 era 
posible, utilizamos igualmente los mutantes RR-D53A y RR-K105A.  
En primer lugar, comprobamos que DMS era un buen entrecruzador. En la 
Figura 54A, se muestra el entrecruzamiento de HK853-CD y RR468 después de 
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una incubación de 3 h con DMS donde puede observarse la aparición de la 
banda correspondiente al complejo entrecruzado. Como cabría esperar, la 
cantidad de complejo entrecruzado formada es menor que la del dímero de 
HK853-CD, especie fuertemente unida.  
Cuando las especies entrecruzadas (HK853-CD:RR468, HK853-CD:RR-
D53A y HK853-CD:RR-K105A) se someten a fosforilación, (Figura 54B) no se 
observa fosforilación del complejo entrecruzado HK853-CD:RR468, ya que la 
fosfotransferencia es muy rápida, pero sí se observa fosforilación del complejo 
entrecruzado HK853-CD:RR-D53A a los 30 min de incubación, lo que indica 
claramente que si es posible que HK853-CD se autofosforile cuando se 
encuentre unida a RR468. En el caso del complejo entrecruzado HK853-CD:RR-
K105A se observa una débil fosforilación, relacionada con una actividad 
remanente de fosfotransferencia presente en este mutante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 54. Ensayo de entrecruzamiento del complejo HK853-CD:RR468 con DMS y 
su fosforilación. En A se muestra en el gel SDS-PAGE el resultado del 
entrecruzamiento con DMS (banda HK853-CD sin DMS, HK853-CD + 2 mg/ml DMS y 
HK853-CD+RR468 + 2mg/ml DMS). En B se muestra el gel autorradioagrafiado 
resultado de la fosforilación con [γ-32P]ATP de las muestras entrecruzadas con DMS 
(HK853-CD entrecruzada con RR468 silvestre (RRwt), RR468 (D53A) y RR468 (K105A)). 
Cada una de las muestras fue fosforilada durante 1 y 30 min.  
 
Para comprobar que realmente la fosforilación del complejo entrecruzado 
HK853-CD:RR-D53A provenía de la autofosforilación de HK853-CD, era 
necesario cortar dicha banda y revertir el entrecruzamiento. Sin embargo, la 
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reacción con DMS es reversible a pH > 10, tratamiento que haría inestable a la 
fosfoproteína, por lo que decidimos utilizar una molécula análoga a DMS, 
denominada dimetil-3-3'-ditiobispropionimidato (DTBP), que contiene un 
puente disulfuro en la cadena hidrocarbonada que permite hacer reversible el 
entrecruzamiento añadiendo un agente reductor como β-mercaptoetanol o 
ditiotreitol (DTT) (Figura 21, Apartado 3.13.2).  
El entrecruzamiento con DTBP mostró un rendimiento de complejo 
entrecruzado menor que el obtenido con DMS (Figura 55A), pero suficiente para 
realizar el ensayo de fosforilación. Como se puede observar en la Figura 55B, el 
resultado del gel autoradiografiado es similar al obtenido con DMS. Como era 
de esperar, no se observa fosforilación para el complejo entrecruzado HK853-
CD:RR468. Por otra parte, la banda correspondiente al complejo entrecruzado 
HK853-CD:RR-D53A está fosforilada y apenas hay una inapreciable 
fosforilación del complejo entrecruzado HK853-CD:RR-K105A. Para 
comprobar que en las bandas entrecruzadas la fosforilación correspondía a 
HK853-CD, se cortaron en el gel autoradioagrafiado las bandas correspondientes 
al complejo entrecruzado HK853-CD:RR-D53A (1), al complejo entrecruzado 
HK853-CD:RR-K105A (2) y se sometieron a SDS-PAGE con β-mercaptoetanol. 
Como control cortamos también la banda correspondiente al dímero de HK853-
CD ((HK853-CD)2). 
En la Figura 55C se muestra que la reducción de la muestra 1 no fue del 
100%, y mostró que HK853-CD estaba fosforilada así como un remanente de 
complejo entrecruzado HK853-CD:RR-D53A. La reducción de la muestra 2 
mostró una débil fosforilación de HK853-CD. La reducción del control, 
correspondiente al dímero (HK853-CD)2 entrecruzado, mostró HK853-CD 
fosforilada así como un remanente no reducido del dímero entrecruzado. 
Estos resultados indican claramente que HK853-CD se ha autofosforilado 
en el complejo entrecruzado HK853-CD:RR-D53A y por lo tanto este tipo de 
entrecruzamiento ha permitido cierta movilidad entre ambas moléculas necesaria 
para que se llevara a cabo la reacción de autofosforilación. Por otra parte, el 
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hecho de que en el complejo entrecruzado HK853-CD:RR468 no se observe 
fosforilación indica que estando las dos proteínas entrecruzadas no sólo es 
factible la autofosforilación, sino que además también es factible la 
fosfotransferencia y la defosforilación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55. Ensayo de entrecruzamiento del complejo HK853-CD:RR468 con DTBP. 
En A se representa el gel SDS-PAGE sin β-mercaptoetanol correspondiente al 
entrecruzamiento con DTBP y en B el ensayo de fosforilación con [γ-32P]ATP de las 
muestras entrecruzadas (HK853-CD:RR468 silvestre (RRWT), HK853-CD:RR-D53A y 
HK853-CD:RR-K105A) durante 1 y 30 min. En C se muestra el gel SDS-PAGE con β-
mercaptoetanol autoradiografiado correspondiente a la banda cortada del dímero 
entrecruzado (1) HK853-CD:RR-D53A, del dímero (2) HK853-CD:RR-K105A, del dímero 
HK853-CD ((HK853-CD)2) (3). En rojo se enmarcan las bandas 1, 2 y 3 (gel B) y la 
banda correspondiente al complejo entrecruzado (gel A). 
 
Esta conclusión también se puede extraer a partir del resultado obtenido 
con el complejo entrecruzado HK853-CD:RR-K105A. 
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En resumen, hemos sido capaces de observar fosforilación de HK853-CD 
en el complejo HK853-CD:RR468 entrecruzado con DMS o DTBP que 
contienen un brazo espaciador de 11,9 Å, confirmando la débil fosforilación del 
complejo HK853-CD:RR468 entrecruzado mediante puente disulfuro. 
Claramente, la autofosforilación de HK853-CD en el complejo entrecruzado está 
relacionada con la mobilidad necesaria para facilitar la conformación de 
autofosforilación estando RR468 unido. La presencia de un brazo espaciador, en 
comparación con los 2 Å del puente disulfuro nos informa de que incrementando 
esta distancia se pueden realizar los movimientos necesarios para adquirir las 
conformaciones de autofosforilación y fosfotransferencia debiendo ser ambas 
muy similares.  
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5.1. Búsqueda de la conformación de autofosforilación 
 
Los estudios bioquímicos realizados con las HKs CheA, EnvZ y NtrB 
demuestran que la reacción de autofosforilación se realiza de modo TRANS 
dentro del dímero -es decir, una molécula de ATP unida al dominio CA de una 
subunidad fosforila a la His aceptora de la subunidad contraria- (Cai and Inouye, 
2003; Ninfa et al., 1993; Swanson et al., 1993). Sin embargo, no se ha 
determinado ninguna estructura de HK autofosforilándose en TRANS, 
probablemente debido a que la conformación es transitoria e inestable. La 
resolución de la porción citoplasmática de HK853-CD permitió proponer un 
modelo estructural para esta reacción de TRANS-autofosforilación (Figura 19). 
Aprovechando dicho modelo estructural, se localizaron residuos en los dominios 
DHp y CA que quedaran enfrentados cuando se producía esta reacción (Figura 
22). De esta manera, si se mutaban a Cys se podría formar un puente disulfuro 
entre ellos permitiendo atrapar y estabilizar la conformación de autofosforilación 
facilitando así la cristalización de HK853-CD en dicha conformación.  
La combinación de homodímeros de HK853-CD con residuos mutados a 
Cys tanto en el dominio DHp como en el dominio CA, no evidenció la 
formación de ninguna especie heterodimérica unida mediante puente disulfuro 
que atrapara HK853-CD en la conformación de autofosforilación en TRANS. 
Sin embargo se obtuvieron, sorprendentemente, dos especies homodiméricas que 
formaban puentes disulfuro que correspondían a los mutantes E253C y V439C. 
El primer mutante formaba oligómeros, lo que indicaba que el puente disulfuro 
era inter-dímeros, fácil de comprender ya que el residuo E253C se encontraba en 
el domino DHp expuesto al solvente pudiendo interaccionar dos dímeros de HK 
por este dominio. Por otra parte, la mutación V439C, localizada en la tapadera 
del ATP, no formaba oligómeros indicando que era un puente disulfuro intra-
dímero. ¿Pero qué conformación de HK853-CD había facilitado la formación de 
dicho puente disulfuro? ¿Sería posible que el puente disulfuro se formara 
estando HK853-CD libre en la conformación de TRANS-autofosforilación? 
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La estructura de HK853-CD libre no contiene trazado el lazo de la tapadera 
del ATP de forma que cuando se dispuso de la estructura de HK853-CD en 
complejo, donde pudo visualizarse el lazo de la tapadera del ATP al estar 
ordenado, superpusimos el domino CA del complejo sobre el dominio CA de 
nuestro modelo de TRANS-fosforilación localizando así los dos residuos 
V439C. Para el modelo de TRANS-autofosforilación en una conformación 
simétrica, con ambos dominios CA fosforilando a las His aceptoras, o en una 
conformación asimétrica, con un solo dominio CA fosforilando a una His 
aceptora, la distancia entre los residuos V439C era de 31,50 y 24,65 Å 
respectivamente, demasiado alejados para formar el puente disulfuro si la 
tapadera del ATP no cambiaba su conformación (Figura 56). Esto indicaba que 
nuestro modelo inicial para la autofosforilación en TRANS no era válido para 
explicar el puente disulfuro, además posteriormente pudimos comprobar que 
esta proteína se autofosforilaba en CIS. Entonces, ¿sería posible la formación del 
puente disulfuro entre los residuos V439C de cada subunidad en la confomación 
CIS-autofosforilación? 
Nuestros ensayos han mostrado que la estructura del complejo debe ser 
muy similar a la conformación que adquiere la proteína al autofosforilarse en 
CIS. En esta estructura, la distancia entre los residuos V439C era de 33,02 Å, lo 
que demostraba que la disposición de los dominios CA en la conformación CIS 
tampoco podía explicar la formación del puente disulfuro. De manera que el 
dominio CA en el mutante V439C debía adquirir una conformación muy 
diferente para formar el puente disulfuro. Los ensayos de actividad con dicho 
mutante demostraron que éste era capaz de autofosforilarse y de fosfotranferir el 
grupo fosforilo a RR468, algo que no se podía explicar para una proteína con los 
dominios CA atados mediante un puente disulfuro y que se autofosforilaba en 
CIS. Puesto que el objetivo final era intentar la cristalización de la proteína en la 
conformación en TRANS se pensó que sería interesante la cristalización del 
mutante activo V439C para poder observar la nueva disposición del dominio 
CA.  
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Figura 56. Localización de los residuos V439 en el modelo de autofosforilación 
simétrico y asimétrico. La localización del residuo V439 que se encuentra en la 
tapadera del ATP se ha realizado superponiendo la estructura de HK853-CD en el 
complejo sobre el modelo realizado para HK853-CD libre. En un mecanismo de 
fosforilación simétrico la distancia entre los residuos V439 es de 31,50 Å y en uno 
asimétrico es de 24,65 Å.  
 
Las pruebas de cristalización se realizaron con el mutante V439C en 
complejo con RR468 o en solitario, pero sin éxito. Tras un año y en un chequeo 
rutinario de las placas, se encontraron unos cristales de HK853-CD (V439C) en 
complejo con RR468 que difractaron hasta 3,7 Å y que han sido imposibles de 
reproducir (estos datos se incluyen en el Anexo III ya que este trabajo no ha sido 
finalizado). Al realizar un reemplazo molecular se pudo localizar el dominio 
DHp y las dos moléculas de RR468 pero no así el dominio CA, probablemente 
debido a que la disposición de este dominio es diferente a la se observa en el 
complejo. Además, en la densidad electrónica obtenida del reemplazo, se 
observan dos huecos alejados del dominio DHp. Suponemos que los dominios 
TRANS simétrico TRANS asimétrico
31,50 Å
24,65 Å
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CA pueden estar “atados” y alejados del dominio DHp dejando la His aceptora 
muy expuesta (Figura 57). Entonces ¿en qué posible conformación se encuentra 
el mutante CD-V439C? La autofosforilación de las HKs se realiza entre 
subunidades del dímero, sin embargo, en este mutante al encontrarse los 
dominios CA “atados” y alejados de la His aceptora podría comportarse de 
modo diferente permitiendo fosforilación entre dímeros. La mala calidad de los 
datos ha dificultado la continuación de la resolución de dicha estructura.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 57. Posible ubicación del dominio CA en el mutante HK853-CD-V439C. Se 
muestra la solución del reemplazo molecular con el dominio DHp de HK853-CD en 
complejo (azul) y la molécula de RR468 (verde). No se pudo encontrar los CAs en el 
modelo, sin embargo, en rojo se muestra su posible localización de acuerdo a la 
formación del puente disulfuro (denotado por una línea) esperable en la tapadera del 
ATP entre ambas subunidades (V439C-V349C).  
   
Una de las cuestiones más importantes en relación a los resultados 
obtenidos es saber si verdaderamente no se obtuvieron heterodímeros porque la 
proteína no se autofosforilaba en TRANS o porque no se formaron los 
heterodímeros en las condiciones ensayadas. Para la obtención de los 
heterodímeros se escogió una estrategia similar a la utilizada para NtrB, en 
donde se añadía 2,8 M urea y se incubaba la reacción a 30 ºC durante 2,5 min. 
seguido de una diálisis de 1 h (Ninfa et al., 1993). Para el caso de EnvZ, la 
formación de heterodímeros se producía espontáneamente por un intercambio de 
subunidades entre dos moléculas (dímeros) (Cai and Inouye, 2003). En estos dos 
CA CA
DHp
RR
RR90º
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casos, la formación de heterodímeros se producía a partir de una HK y de una 
HK fusionada a la proteína de unión a maltosa (MBP) de forma que la especie 
heterodímero era fácilmente distinguible de la homodímero mediante un gel 
Nativo-PAGE. Sin embargo, en nuestro ensayo el heterodímero estaría formado 
por dos subunidades de HK853-CD con distinto residuo mutado a Cys, el cual 
no sería distinguible de los homodímeros a no ser que se hubiera formado un 
enlace intramolecular covalente detectable en un gel SDS-PAGE sin β-
mercaptoetanol. 
Posteriormente, cuando utilizamos HK853-FL para formar heterodímeros 
con HK853-CD y así poder distinguir ambas especies, se comprobó que las 
condiciones utilizadas anteriormente no eran suficientemente drásticas para 
separar los homodímeros. En nuestro caso, se necesitó añadir hasta 6 M urea y 
calentar durante 8 min a una temperatura de 70 ºC. Recientemente, se ha 
demostrado en la proteína CheA que la temperatura a la que se pueden 
intercambiar las subunidades del dímero es dependiente de la temperatura en la 
que vive el organismo, es decir, 30 ºC para el mesófilo E.coli y 80 ºC para el 
termófilo T. marítima (Park et al., 2004). Así pues, podemos concluir que el 
hecho de que no se haya atrapado HK853-CD en la conformación de 
autofosforilación por la técnica de formación de puentes disulfuro se debió a una 
hipótesis falsa de partida unida a un mal diseño experimental. 
5.2. Búsqueda del RR y caracterización del complejo 
 
La estrategia que se utilizó para la identificación del RR que actuaba con 
HK853, estaba basado en la técnica denominada phosphotransfer profiling. Esta 
técnica se desarrolló por el grupo de M.T. Laub utilizando el organismo 
Caulobacter Crescentus para identificar pares sensor/regulador en HKs o RR 
huérfanos (Ryan, 2006). Ellos demostraron que, in vitro, los miembros de un 
sistema de dos componentes se transfieren el grupo fosforilo rápidamente, sin 
embargo, en largos períodos de incubación las HKs pueden mostrar cierta 
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prosmiscuidad, debido a que los RRs contienen un dominio aceptor muy 
conservado, y con el tiempo las HKs pueden llegar a transferir el grupo fosforilo 
inespecíficamente (Laub et al., 2007).  
Puesto que HK853 es una HK huérfana, se aplicó esta técnica utilizando 
RRs huérfanos, ya que presumimos que el resto de RRs debían de trabajar con la 
HK de su mismo operón. El ensayo de fosfotransferencia se realizó con HK853-
CD y HK853-FL. La técnica funcionó perfectamente identificando a RR468 
como el RR a quien se fosfotransfería rapidísimamente el grupo fosforilo desde 
HK853-CD y HK853-FL. Sin embargo, en tiempos largos de incubación 
también se producía cierta fosfotransferencia a los otros dos RRs candidatos 
(RR143 y RR842). En general, la especificidad del ensayo viene dada por la 
velocidad de reacción y su relación con la afinidad de la HK por el RR, de 
manera que cuanta más alta sea la velocidad de reacción más alta es la afinidad 
entre las dos proteínas, discriminándose un RR respecto de varios. En nuestro 
caso, la rápida fosfotransferencia desde HK853 completa como desde la porción 
citoplasmática a RR468, identifica sin duda a RR468 como el RR que actúa con 
HK853.  
Aunque la fosfotransferencia desde la HK al RR implica la fosforilación del 
RR, en todos los ensayos de fosfotransferencia realizados no se pudo observar 
RR468 fosforilado. Esto podía ser indicativo de dos aspectos; 1) la velocidad de 
defosforilación de RR468 era muy alta 2) HK853 contenía una alta actividad 
fosfatasa capaz de defosforilar RR468. Generalmente, el estudio de la velocidad 
de defosforilación de los RRs se ha realizado a partir de la fosforilación con 
fosfodonadores de bajo peso molecular (Lukat et al., 1992). A menudo, se ha 
utilizado acetilfosfato marcado radioactivamente (McCleary and Stock, 1994), 
sin embargo, su síntesis es tediosa. Otra aproximación también utilizada se basa 
en la diferente movilidad del RR fosforilado en un gel nativo. Mediante esta 
aproximación se calculó que la vida media a 4 ºC de RR468~P era 20 h, lo que 
demostró que RR468 era muy estable. La estabilidad de los RRs fosforilados es 
muy variable, mostrando una vida media que puede ir desde segundos en CheY, 
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PhoB, NtrC hasta horas en OmpR, Spo0F, DrrA y que se debe a una actividad 
autofosfatasa intrínseca del RR o a la defosforilación mediada por la actividad 
fosfatasa de una HK o de proteínas auxiliares (Gao et al., 2007).  
La diferente actividad autofosfatasa de los RRs fosforilados está 
relacionada con la mayor o menor estabilidad del acilfosfato en el centro activo, 
de manera que existe una relación entre la mayor o menor accesibilidad del 
enlace fosfoanhídrido al solvente y su hidrólisis (Goudreau et al., 1998) ya que 
el mecanismo de hidrólisis del fosfoanhídrido implica el ataque por una 
molécula de agua. La actividad fosfatasa mediada por HK se ha observado en 
EnvZ y PhoR (Carmany et al., 2003) y no parece ser un proceso inverso a la 
fosfotransferencia. En el caso de EnvZ, se han propuesto diferentes mecanismos 
de actuación para la His fosforilable; que actúa como una base general 
polarizando una molécula de agua para facilitar la hidrólisis OmpR~P o 
facilitando que se abra el sitio activo de OmpR permitiendo la entrada de 
moléculas de agua (Hsing and Silhavy, 1997).  
La defosforilación tan rápida de RR468 no podía explicarse por una auto-
hidrólisis del acilfosfato ya que la vida media era de varias horas. La adición de 
HK853-CD a las muestras incubadas a diferentes tiempos de RR468~P provocó 
la defosforilación instantánea del RR, demostrando la implicación de la HK. 
Tanto en el caso de PhoR como de EnvZ, se utilizaron proteínas truncadas para 
realizar los ensayos fosfatasa, del mismo modo que se utilizó HK853-CD en los 
ensayos de defosforilación. Aunque no se realizaron ensayos fosfatasa con 
HK853-FL, se pensó que el resultado obtenido con HK853-CD se podría 
extrapolar a HK853-FL, ya que en los ensayos de fosfotransferencia se observó 
la misma ausencia de RR468~P para ambas proteínas.  
En conjunto, nuestros ensayos muestran que tanto HK853-FL como 
HK853-CD presentan una alta actividad fosfatasa. Finalmente, es importante 
destacar que el mutante H260A retiene un 40 % de actividad fosfatasa indicando 
que la His260 interviene en el proceso pero no es esencial. Este dato apoya el 
modelo fosfatasa que implica a una molécula de agua como agente 
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defosforilante y la His como una base general que polariza la molécula de agua. 
El hecho de que HK853 fosfotransfiera el grupo fosforilo a RR468 y que además 
participe en la defosforilación de RR468, implica que debe formar complejo 
tanto con RR468 como con RR468~P.  
Para estudiar la interacción entre ambas proteínas, se procedió al estudio 
estequiométrico de la formación del complejo HK853-CD:RR468 y HK853-
FL:RR468. En un principio se utilizó la cromatografía de exclusión molecular 
para evaluar la formación de los complejos, sin embargo, tanto el complejo 
HK853-FL:RR468 como HK853-CD:RR468 eluían en volúmenes similares a las 
proteínas individuales HK853-FL y HK853-CD (datos no mostrados). La 
estructura de HK853-CD muestra que la proteína es muy alargada con un 
dominio globular en uno de sus extremos, por lo que el radio hidrodinámico de 
HK853 en disolución era muy parecido al generado en presencia de RR468, ya 
que ésta es una proteína globular pequeña que se coloca en el otro extremo de 
HK853-CD. 
El análisis electroforético Nativo-PAGE había sido anteriormente utilizado 
en la caracterización del complejo formado por la porción citoplasmática de 
EnvZ con OmpR, sin embargo, era la primera vez que se realizaba el estudio 
estequiométrico de la interacción entre una HK completa (HK853-FL) y su RR 
(RR468). El estudio electroforético puso de manifiesto, y la ultracentrifugación 
analítica lo corroboró, que la unión de RR468 tanto a HK853-CD como a 
HK853-FL se correspondía con una relación estequiométrica 1:1, en donde un 
dímero de HK853-CD o de HK853-FL interaccionaba con dos moléculas de 
RR468. También se observó, para las dos HKs, que la interacción con RR468 
era cooperativa, ya que no se formaron especies de complejo intermedias con 
una relación molar diferente de 1:1.  
Es importante recalcar que la estequiometría de los complejos HK853-
CD:RR468 y HK853-FL:RR468, no se altera por la presencia de ATP en los 
ensayos, ya que se ha propuesto que las HKs podrían funcionar de forma 
asimétrica. En este caso, mientras una subunidad se fosforila, la otra ya 
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fosforilada estaría transfiriendo el fosforilo al RR (Jiang et al., 2000). Nuestros 
datos indican que al menos en HK853 la unión es simétrica y estequiométrica 
como se ha demostrado en otros complejos como EnvZ:OmpR (Yoshida et al., 
2002), FixL:FixJ de Rhizobium meliloti mediante dispersión dinámica de la luz y 
ThkA:TrrA de T. Maritima a partir datos cristalográficos a baja resolución.  
Por otra parte, el hecho de que tanto el complejo formado por HK853-FL 
como el formado por HK853-CD con RR468 muestren una estequiometría 
similar indica que la presencia del dominio periplásmico no modificaba la unión 
con RR468. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los ensayos de 
caracterización estequiométrica se realizaron con la porción de proteína de 
membrana HK853-FL que se encuentra soluble y no la unida a la membrana, de 
manera que podemos descartar que existan diferencias en la unión del complejo 
cuando HK853 se encuentre embebida en la membrana.  
5.3. Cristalización del complejo HK853-CD:RR468 
 
Los ensayos de cristalización del complejo HK853-CD con RR468 
rindieron cristales en diferentes condiciones, lo que corroboraba la estabilización 
del complejo en una conformación predominante. La evaluación de los cristales 
obtenidos en cada condición llevó a escoger una en que la difracción fuera de 
mayor resolución, -superior a 3 Å. Hubo problemas para encontrar las mejores 
condiciones de crioprotección de los cristales que permitiera recoger juegos de 
datos completos, ya que éstos eran sensibles a la adición de glicerol y 
etilenglicol. Además, los cristales recogidos crecieron en presencia de dioxano, 
un éter volátil, de manera que cuando se abría la gota para la manipulación de 
los cristales, éstos solían agrietarse disminuyendo su capacidad de difracción. La 
utilización de sacarosa como crioprotector y la adición de ésta en pequeños 
pasos permitió estabilizar una de las formas y recoger sus datos a la máxima 
difracción de 2.8 Å. 
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Obviamente se intentó resolver la estructura del complejo aplicando la 
técnica de reemplazo molecular utilizando como modelo tanto las coordenadas 
espaciales del dímero de HK853-CD libre, como de los dominios individuales 
por separado. Sin embargo, todos los esfuerzos fueron infructuosos. 
Probablemente, estos dominios por separado representaban una fracción tan 
pequeña de la celda unidad, que la relación señal/ruido de las soluciones 
adecuadas del reemplazo molecular no eran lo suficientemente fuertes para 
distinguirlas de las correctas. Así pues, se decidió utilizar la técnica de MAD 
porque podíamos producir muy fácilmente las proteínas recombinantes 
sustituyendo las metioninas por SeMet, además de considerar que es mejor 
obtener fases experimentales.  
Una vez resuelta la estructura tridimensional del complejo se comprendió 
que los movimientos relativos sufridos por los dominios DHp y CA en HK853-
CD al unirse a RR468, fueron la causa de que el reemplazo molecular no 
funcionara utilizando las coordenadas espaciales del dímero de la proteína libre. 
5.4. Estructura del complejo HK853-CD-RR468 
5.4.1. Descripción de la estructura del complejo 
 
La resolución de la estructura del complejo HK853-CD:RR468 confirmó 
nuestros datos de electroforesis y ultracentrifugación analítica, consistentes con 
una relación 1:1 entre ambas proteínas. Dos moléculas de RR468 se unen a un 
dímero de HK853-CD, de forma que una molécula de RR468 interacciona 
principalmente con una subunidad de HK853-CD aunque también interacciona 
con la subunidad contraria HK853-CD*. Esta disposición no es inusual, ya que 
se ha observado en la estructura del complejo formado entre la HK ThkA y el 
RR TrrA (Yamada et al., 2006) resuelta a baja resolución 4.2 Å, en donde sólo 
ha sido posible asignar densidades para cada molécula y la estructura del 
complejo formado entre la fosfotransferasa Spo0B y el RR Spo0F. Sin embargo, 
es la primera vez que se obtiene una resolución mejor de 3 Å de la estructura de 
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un complejo formado por una HK y su correspondiente RR, de forma que se 
puede observar en detalle esta disposición estequiométrica 1:1 en un TCS.  
La resolución del complejo formado por HK853-CD y RR468 ha aportado 
varios aspectos importantes. Comparando la estructura de HK853-CD libre 
respecto del complejo se ha podido observar los cambios conformacionales en el 
dominio citoplasmático asociados a la unión con RR468, y cómo estos cambios 
están implicados en la transducción de señal. Esta estructura nos ha permitido 
estudiar el mecanismo de la reacción de fosfotransferencia, así como la de 
autofosforilación y defosforilación. Además nos ha permitido caracterizar cómo 
se realiza el reconocimiento entre una HK y el RR. 
Los cambios conformacionales sufridos por HK853-CD asociados a la 
transducción de la señal, se observan desde el domino HAMP, detectable 
solamente en la estructura de HK853-CD libre, propagándose por el dominio 
DHp hasta el dominio CA. Los cambios sufridos en el dominio DHp implican un 
desplazamiento y una rotación de las hélices α1 y α2. En el domino CA se 
produce principalmente un movimiento de rotación de cuerpo rígido de unos 37º 
que provoca un acercamiento al dominio DHp y que por tanto supone un 
acercamiento del sitio de unión de ATP a la His fosforilable. Este movimiento 
está facilitado por el movimiento del lazo de conexión DHp-CA que actúa como 
bisagra. Todos estos cambios permiten la unión de RR468 a HK853-CD y 
provocan la estabilización de la tapadera del ATP a través de contactos con el 
Lβα3 de RR468 que contiene el Asp53 aceptor. 
Por otra parte, el estudio del centro catalítico del complejo nos ha ayudado 
a comprender cómo se realizan las reacciones asociadas al mecanismo de 
transducción de señal en la porción citoplasmática y nos ha permitido reconocer 
qué reacción se observa en el cristal. Con este estudio se muestra a RR468 en 
una conformación activa o fosforilada, deducida a partir de su superposición con 
RRs fosforilados y con RR468 libre. Sin embargo, RR468 no contiene un grupo 
fosforilo formando enlace con el Asp53 dador, sino una molécula de sulfato que 
a su vez está formando enlace con la His260 aceptora. La distancia que existe 
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entre el sulfato y el Asp53 aceptor es menor que entre el sulfato y la His260 
fosforilable, de manera que el sulfato podría estar mimetizando al grupo 
fosforilo. Si eso fuera cierto, el centro catalítico de la estructura del complejo 
podría mostrar una conformación en donde el RR468 está fosforilado, como 
consecuencia de la reacción de fosfotransferencia, o bien donde el RR468 en su 
conformación activa está unido a HK853-CD para que medie su defosforilación. 
5.4.2. Unión y reconocimiento 
 
La superficie oculta por RR468 cuando se une a HK853-CD es pequeña, de 
alrededor de 1000 Å2, característica de proteínas que se unen con carácter 
transitorio y débil (Nooren and Thornton, 2003a) mediante interacciones 
mayoritariamente de tipo hidrofóbico. El alineamiento estructural de RR468 en 
el complejo con otros RRs que forman complejo con fosfotransferasas, como 
Spo0F con Spo0B o dominios HPt, como YPD1 con SLN1 y ArcB con CheY 
demuestra que las zonas de interacción α1 y en el Lβα5 están conservadas. 
Probablemente, el hecho de que el dominio DHp de HK853-CD sea similar al 
dominio que utiliza la fosfotransferasa Spo0B para dimerizar y al dominio HPt, 
sugiere que la hélice α1 y en el Lβα5 de los RRs son zonas de reconocimiento 
universal con proteínas que les transfiere el grupo fosforilo.   
Por otra parte, la ausencia de estructuras de HKs de clase I formando 
complejo con RRs, ha impedido que se observe la implicación del dominio CA 
en el reconocimiento del RR. 
La resolución de la estructura del complejo formada entre la 
fosfotransferasa Spo0B con el RR Spo0F sirvió a los autores para definir dos 
zonas de interacción en los RRs que se corresponderían con una zona de 
“anclaje” conservada para todos los RRs y una zona de “reconocimiento”, 
variable, propia de cada RR y que sería complementaria con su correspondiente 
HK. Spo0B no es una verdadera HK y por lo tanto no conocemos cuáles son los 
correspondientes residuos de “anclaje” y “reconocimiento” en HKs. Además, las 
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HKs, como hemos demostrado para HK853-CD, tiene actividad autoquinasa, 
fosfotransferasa y fosfatasa de manera que la interacción con los RRs puede ser 
dependiente del estado de fosforilación en que se encuentren ambas proteínas. 
Es decir, una vez que HK853-CD se ha autofosforilado, RR468 libre se une a 
ésta para que se produzca la fosfotransferencia. Por el contrario, RR468 
fosforilado debe unirse a HK853-CD sin fosforilar para que se produzca su 
defosforilación. Así pues, la estructura del complejo nos ha permitido postular 
las zonas de interacción específica que dependen del estado de fosforilación de 
ambas proteínas y que denominaremos con el nombre de zona del 
reconocimiento del estado de fosforilación. Esta zona concierne a residuos 
variables que en HK853-CD se encuentran en el lazo de conexión DHp-CA y en 
la tapadera del ATP, mientras que en RR468 se encuentran en el Lβα3 y el 
Lβα4.  
Los residuos de RR468 implicados en la especificidad de la interacción y 
en el reconocimiento del estado de fosforilación, están localizados en los 
elementos estructurales que caracterizan los estados inactivo y activo descritos 
para los RRs y que explican la actividad reguladora del dominio aceptor. La 
comparación de la estructura de RR468 en complejo con la de RR468 libre, 
según el modelo de “acoplamiento T-lazo-Y” que permite deducir el estado de 
activación de un RR a partir de las conformaciones de los Lβα4 y Lβα5 y de la 
orientación de la cadena lateral de ciertos residuos clave, ha permitido distinguir 
la forma activa y no activa, respectivamente, de RR468.  
Estudios bioquímicos en CheY han demostrado que el Lβα3 podría estar 
implicado en la estabilidad del estado de fosforilación (Silversmith et al., 2003). 
La estructura del Lβα3, observada en la estructura de RR468 en solitario,  
muestra una conformación similar a la del Lβα3 en apo CheY de T. marítima, la 
cual se ha denominado cerrada (Usher et al., 1998) y que impediría que el grupo 
fosforilo se ubicara entre HK853-CD y RR468 o que el Asp53 pueda 
fosforilarse. En los RRs este lazo no se caracteriza por presentar grandes 
movimientos asociados a la fosforilación, aunque presenta un cambio 
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conformacional muy importante en RR468. Esto lleva a postular que el paso de 
la forma inactiva a la activa en RR468 también está relacionado con un cambio 
conformacional en el Lβα3 y por tanto con la unión a HK853-CD.  
5.4.3. Reacción observada en el complejo 
 
El centro activo del complejo HK853-CD:RR468 está formado en su mayor 
parte por residuos conservados provenientes del RR mientras que por parte de la 
HK sólo contribuye la His aceptora.  
La superposición del complejo HK853-CD:RR468 con el complejo 
formado por la fosfotransferasa Spo0B y el RR Spo0F en presencia de un 
análogo del grupo fosforilo, BeF3-, muestra que todos los residuos del centro 
catalítico en ambos RRs ocupan las mismas posiciones con un rmsd menor de 1 
Å, del mismo modo que las moléculas de sulfato y BeF3- (Figura Spo0F 
superpuesta con RR468). El ión magnesio que hace contacto con el BeF3-, se 
encuentra a muy corta distancia de la molécula de agua observada en la 
estructura de RR468, la cual no hemos asignado a un ión magnesio ya que 
presenta una coordinación de IV frente a la coordinación VI esperable para este 
metal. Sin embargo, no podemos descartar que la molécula de agua que 
observamos con coordinación IV pueda ser realmente un Mg2+. Según el PDB, la 
distancia de coordinación promedio entre el Mg y el O de un carboxilato 
monodentado es de 2,08 Å y entre el Mg y el O del carbonilo de la cadena 
principal de 2,26 Å (Harding, 2006). En el complejo, las distancias entre la 
molécula de agua y el el OD1 del Asp10 (1,98 Å) y el O del carbonilo de la 
Met55 (2,25) son muy similares a las del PDB, sin embargo, las distancias con el 
O del Asp53 y con el sulfato están un poco alejadas (2,50 y 2,72, 
respectivamente). Por otra parte, según una coordinación VI, la disposición en el 
complejo de los átomos de O del Asp10, Asp53 y del sulfato ocuparían las 
posiciones correspondientes a tres de los cuatro vértices del plano en el que se 
encontraría el magnesio, mientras que el O del carbonilo de la cadena principal 
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de la Met55 estaría en el quinto vértice del extremo de la diagonal vertical. El 
ángulo formado entre cada uno de los tres vértices, con el magnesio y con el 
quinto vértice debería ser de 90º y en nuestro caso son cercanos a dicho valor 
(OD1Asp10-Mg-OM55=97,44º; Osulfato-Mg-OM55=86,55º; OD1Asp53--Mg-
OM55=86,93º). La baja resolución obtenida así como la pérdida de geometría del 
centro activo por la presencia del sulfato hace que las dos moléculas cuyos 
átomos de O deben quelar el Mg2+ puedan estar desestabilizadas impidiendo su 
visualización.  
El estudio del centro activo del complejo HK853-CD:RR468 nos permite 
estudiar el mecanismo relacionado con la reacción de fosfotransferencia. En 
general, el mecanismo asociado a dicha reacción puede deducirse a partir de las 
distancias observadas entre el dador (el N de la His dadora) y el aceptor (el O del 
Asp aceptor), así como entre el P del grupo fosforilo transferido y estos dos 
átomos. En ese sentido, se pueden definir dos mecanismos extremos. Un 
mecanismo asociativo que requiere de la formación de un intermedio 
pentavalente trigonal bipiramidal, en donde la distancia N-P-O esté en el rango 
del enlace covalente (3,46 Å; N-P y P-O de 1,73 Å, respectivamente). Por otra 
lado, un mecanismo disociativo requiere la formación de un intermedio 
metafosfato trigonal en donde la distancia N-P-O sea la suma de los radios de 
Van der Waals (6,6 Å; N-P y P-O de 3,3 Å, respectivamente). Sin embargo, 
entre el mecanismo asociativo y disociativo existen otros mecanismos que no 
forman intermedios, sino estados de transición trigonal piramidal que se pueden 
atribuir a mecanismos con diferente grado de parcialidad asociativa.  
Para discernir el tipo de mecanismo se mide la distancia (D) N-P y P-O y se 
calcula el número de enlace axial (n) según la ecuación de Pauling [D = 1,73 - 
0.60 log (n)]. Para un mecanismo disociativo, la distancia (D) es de 3,3 Å lo que 
indica que no forma enlace pero si contacto y tiene un valor n de 0 (0 % 
asociativo). En un mecanismo asociativo la distancia es de 1,73 Å que se 
corresponde con un enlace covalente de n igual a 1 (100 % asociativo), de forma 
que los mecanismos intermedios tienen valores de distancias entre 3,3 y 1,73 Å 
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correspondientes a un n entre 0 y 1 (0 % a 100 % asociativo) (Mildvan, 1997). 
Otra distancia útil para reconocer el porcentaje límite de asociatividad en un 
mecanismo vendría dada por la distancia entre el aceptor (O) y el fosforilo unido 
al dador (N), antes de producirse la fosfotransferencia. Si dicha distancia es ≥ 
4,9 Å, entonces existe suficiente espacio para acomodar el metafosfato y el 
mecanismo es totalmente disociativo. Si por el contrario la distancia es < 4,9 Å, 
podría formarse el enlace P-O antes de que se escidiense el enlace N-P y el 
mecanismo tendría mayor carácter asociativo. 
En la estructura del complejo HK853-CD:RR468, la His y el Asp 
fosforilables se encuentran a una distancia de 7,91 Å, correspondiente con un 
mecanismo 100 % disociativo, y entre ellos se encuentra una molécula de sulfato 
dispuesta asimétricamente hacia el Asp (distancias; OD1-S = 3,65 Å y N3-S = 
4,81 Å y ángulo N-S-O = 138,13º), mostrando un estado energéticamente 
desfavorable. La molécula de sulfato no es un análogo del estado de transición, 
de forma que en la estructura del complejo no estamos viendo el estado de 
transición de la reacción de fosfotransferencia. Sin embargo, en un estado de 
transición, posiblemente la distancia entre el Asp53 y la His260 sería menor, 
cercana a 6,6 Å de acuerdo a un mecanismo disociativo donde se acomoda un 
metafosfato o incluso menor de 6,6 Å, si hubiera compresión del estado de 
transición permitiendo que el mecanismo fuera más asociativo.  
En la estructura del complejo formado entre la fosfotransferasa Spo0B con 
el RR Spo0F en presencia de BeF3-, un auténtico emulador del estado de 
transición, la distancia N-Be-O es de 5,27 Å. Los autores postulan que esta 
distancia corresponde a un mecanismo asociativo ya que ésta sería insuficiente 
para acomodar el metafosfato y atribuyen las distancias entre N-Be y O-Be con 
enlaces parcialmente covalentes. Sin embargo, el n en un estado de transición 
simétrico para la distancia 5,27 Å es de 0,03 correspondiente con un mecanismo 
3 % asociativo y un 97 % disociativo, de forma que en dicho estado de 
transición el mecanismo no es asociativo, sino principalmente disociativo. Por 
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otra parte la distancia Be-N es de 3,79 Å, valor < 4,9 Å indicativo de que tiene 
cierto carácter asociativo.  
El carácter asociativo o disociativo del mecanismo de fosfotransferencia 
también se ve reflejado en la carga neta del estado de transición y 
consecuentemente en los residuos o grupos cargados que permiten neutralizarla 
y que constituyen el centro activo. Un mecanismo asociativo que forma un 
complejo pentavalente donde el P está unido covalentemente a cinco grupos, da 
lugar a tres cargas negativas localizadas en el plano central de la bipirámide 
recayendo en los oxígenos del fosforilo. Mientras que en un mecanismo 
disociativo, el metafosfato presenta una sola carga negativa.  
Si evaluamos las cargas circundantes que rodean el sulfato en el centro 
activo del complejo HK853-CD:RR468, la única carga positiva que interacciona 
con el sulfato es la K105, una carga más acorde con un intermedio metafosfato. 
En la estructura del complejo Spo0B:Spo0F, el BeF3- está neutralizado por un 
ión Mg2+, del mismo modo que las estructuras resueltas de RRs fosforilados y 
RRs en presencia de análogos del estado de transición que contienen un catión 
divalente, Mg2+ o Mn2+, estabilizando el grupo fosforilo. Por lo tanto, este catión 
también debería estar presente en la reacción de fosfotransferencia entre HK853 
y RR468. Sin embargo, esta carga neutralizante sería demasiado baja para lo que 
cabría esperar en un mecanismo puramente asociativo. Así pues, pensamos que 
el mecanismo de fosfotransferencia que podemos deducir a partir de la estructura 
del complejo se podría explicar por un mecanismo con un alto componente 
disociativo, en el que las distancias entre la His y el Asp fosforilables no hacen 
posible un mecanismo completamente asociativo que permita formar el 
complejo pentavalente y en donde la presencia de baja carga positiva podría 
estabilizar el metafosfato.  
Como ya hemos comentado anteriormente, HK853-CD contiene actividad 
fosfatasa que media la defosfosforilación de RR468, de modo que el centro 
activo del complejo también podría representar dicha reacción. Los estudios 
bioquímicos de la actividad fosfatasa de EnvZ han demostrado que la His dadora 
Discusión 
 
 168
no es esencial pero si importante para la defosforilación de OmpR y que el 
dominio DHp induce la defosforilación. Ésta se realizaría bien a través de una 
molécula de agua polarizada por la His dadora o por la apertura del centro activo 
de OmpR posibilitando la entrada de moléculas de agua (Hsing and Silhavy, 
1997). Como puede deducirse ambos mecanismos no son excluyentes y es 
posible que se den como pasos secuenciales de la reacción de defosforilación.  
En la estructura del complejo HK853-CD:RR468 el centro activo está 
bastante abierto de forma que hay un hueco importante que permite acomodar 
varias moléculas de agua. De modo que la reacción que observamos en el cristal 
podría atribuírse al paso final de la reacción de fosfotransferencia bajo un 
mecanismo disociativo, en donde el RR468 fosforilado se va a separar de la HK 
o bien el paso inicial de la defosforilación, en donde RR468 fosforilado está 
unido a la HK y el centro catalítico está abierto para permitir la entrada de 
moléculas de agua. 
5.5. Estudio bioquímico de la reacción de autofosforilación 
 
Fue sorprendente descubrir que si HK853 presentara otro confórmero de la 
His aceptora y una molécula de ATP en su centro activo, la distancias entre 
ambos sería apropiada para la reacción de autofosforilación (Figura 41). Esto 
nos hizo pensar si la reacción de autofosforilación se podría realizar en una 
conformación similar a la que observamos en el complejo con mínimos 
movimientos. Sin embargo, esto implicaría que el mecanismo de 
autofosforilación se daría en CIS en contra de la visión establecida para dicho 
mecanismo. Por otra parte, la autofosforilación en TRANS, teniendo en cuenta 
la estructura de HK853-CD libre, requería de un coste energético muy grande al 
producirse un movimiento rotacional del dominio CA de unos 90º respecto del 
eje paralelo al dominio DHp. Esto implicaría la rotura de todas las interacciones, 
principalmente hidrofóbicas, que se observan en la interfase de ambos dominios. 
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Por lo tanto, el mecanismo en CIS es coherente con la disposición de los 
dominios DHp y CA observados en la estructura del complejo.  
La estrategia de formación de heterodímeros, anteriormente utilizada por 
otros grupos para probar la autofosforilación en TRANS, confirmó claramente 
que la autofosforilación era en CIS. Consideramos que este resultado no está 
relacionado con las peculiaridades de nuestros ensayos, realizados con proteínas 
enteras y truncadas (HK853-FL y HK853-CD) en lugar de con proteínas 
fusionadas o no a MBP, ni con la utilización de de condiciones más agresivas 
para la separación de las subunidades (calentar hasta 70 ºC y añadir 6 M urea) y 
posterior formación del heterodímero. Además, para descartar otras 
interpretaciones también aislamos y examinamos las bandas de los 
heterodímeros. En todos los casos, los resultados demostraron autofosforilación 
en CIS.  
¿Cómo se pueden explicar dos mecanismos de autofosforilación tan 
diferentes en proteínas tan conservadas? Nosotros pensamos que la diferencia 
entre el mecanismo CIS y TRANS en las HKs puede ser debido a algo tan 
simple como a un cambio en la disposición relativa de las hélices que forman el 
dominio DHp. La estructura tridimensional del dominio DHp de EnvZ resuelta 
por RMN (Tomomori et al., 1999) no muestra el lazo de conexión entre las 
hélices del dominio DHp. Sin embargo, estudios por resonancia de las hélices 
marcadas isotópicamente, mostraron que la conexión se realizaba de manera 
contraria a la que se observa en HK853-CD, de forma que α1 y α2 en HK853-
CD se corresponden con α1 y α2* en EnvZ, respectivamente (Figura 6). De 
forma que según el modelo de HK853-CD, el dominio CA en EnvZ estaría 
unido a α2* y entonces la fosforilación de la His en α1 resultaría en una 
TRANS-fosforilación. Una explicación más compleja apuntaría a que la 
diferencia entre un mecanismo CIS o TRANS está relacionado con la superficie 
de interacción entre los dominios DHp y CA así como con la distancia de 
conexión entre ambos dominios. Como se ha comentado, el dominio CA 
descansa sobre el DHp y por lo tanto un cambio en la superficie de contacto 
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entre ambos dominios podría inducir una disposición relativa diferente. A partir 
de la estructura del complejo Spo0B:Spo0F, los autores han propuesto un 
modelo de autofosforilación en TRANS para la HK KinA en donde el dominio 
CA mantiene una orientación respecto al DHp diferente a la orientación que 
presentaría el dominio CA en un mecanismo CIS (Varughese et al., 2006).   
La existencia de más de un mecanismo de fosforilación, puesta de 
manifiesto en esta Tesis, añade un importante factor de complejidad al estudio 
de la transducción de señales. Y genera además nuevas preguntas, como la 
posible conexión entre el mecanismo de fosforilación y las características de las 
actividades quinasa y fosfatasa de las correspondientes HKs.  
5.6. Coordinación de autofosforilación y fosfotransferencia 
 
La conformación requerida para que la reacción de autofosforilación se 
realice en CIS está cercana a la observada en el complejo y corresponde a la 
reacción de fosfotransferencia. Esto implicaría muy pocas reordenaciones entre 
la primera reacción (autofosforilación) y la segunda (fosfotransferencia) y tal 
vez podrían estar acopladas. Este acoplamiento consistiría en un cambio de 
confórmero de la His aceptora de manera que se alineara con la molécula de 
ATP en la primera reacción y después se alineara con el Asp aceptor en la 
segunda. Esta visión es simplista, ya que deberían darse otros cambios 
conformacionales para pasar de una reacción a otra como nos muestra la 
estructura del complejo, en donde la tapadera del ATP se interpone entre la His 
aceptora y el nucleótido impidiendo la autofosforilación (Figura 41). Sin 
embargo, decidimos comprobar si era posible este acoplamiento y para ello, 
unimos covalentemente HK853-CD y RR468 y ensayamos la actividad quinasa 
y fosfotransferasa del complejo. La unión covalente del complejo se realizó de 
dos maneras diferentes. 1) Formación de un puente disulfuro entre dos residuos 
mutados a Cys, uno de HK853-CD (A271C) y otro de RR468 (I17C) 
permitiendo poca libertad de movimientos, 2) Adición de un entrecruzador 
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homobifuncional que contiene un brazo espaciador de 11,9 Å permitiendo una 
mayor libertad de movimientos. El puente disulfuro se generó entre dos residuos 
alejados del centro catalítico para no dificultar las actividades catalíticas. 
Además se realizaron dos mutantes de RR468 en residuos del centro catalítico, 
D53A y K105A, para evitar o disminuir la fosfotransferencia.  
Los ensayos de fosforilación con los complejos atados covalentemente 
mediante puente disulfuro no mostraron fosforilación de HK853-CD, de manera 
que pensamos que o bien las dos proteínas se habían atado de un modo que 
impedía a HK853-CD realizar los cambios necesarios para adoptar la 
conformación de autofosforilación o bien la unión de las dos proteínas interfería 
con la autofosforilación.  
Si la estricta unión derivada del enlace disulfuro impedía que HK853-CD 
adoptara la conformación de autofosforilación, entonces un entrecruzador, 
permitiría más libertad de movimiento y podríamos observar esta reacción. 
Basándonos en la estructura del complejo y teniendo en cuenta que el 
entrecruzador utilizado reacciona con el grupo amino de los residuos de Lys, se 
podían haber realizado unos cinco entrecruzamientos entre RR468 y los 
dominios DHp y CA de HK853-CD manteniendo una distancia máxima de 11,9 
Å. 
El entrecruzamiento se realizó entre HK853-CD y los mutantes de RR468 
(D53A y K105A) por el mismo motivo comentado anteriormente. Sólo se 
observó fosforilación en la especie entrecruzada HK853-CD y RR468 (D53A), 
explicable en el hecho de que una vez se había autofosforilado HK853-CD, no 
era posible realizar la fosfotransferencia a RR468 ya que estaba mutado el 
residuo D53 fosforilable. Por el contrario, la especie entrecruzada HK853-CD y 
RR468 (K105A) no estaba fosforilada. El mutante RR468 (K105A) presenta una 
fosfotransferencia reducida frente al enzima silvestre, indicando con ello que la 
ausencia de marca en el complejo entrecruzado no estaba comprometida por el 
entrecruzamiento. Este dato también se veía reflejado en el entrecruzamiento de 
las dos proteínas silvestres que tampoco presentaban marca.  
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Aunque parecía obvio que la banda fosforilada del complejo entrecruzado 
debería corresponder a HK853-CD -RR468 (D53A) carece de residuo 
fosfoaceptor-, decidimos comprobarlo revirtiendo el entrecruzamiento. Los 
enlaces amidina que forman los imidoésteres son reversibles a pH > 10, de 
forma que para hacer reversible la reacción con DMS había que aumentar el pH 
tanto que los posibles enlaces fosfohistidina y fosfoaspártico serían inestables. 
Así que utilizamos otro imidoester homobifuncional análogo a DMS, llamado 
DTBP que contenía un puente disulfuro fácilmente reversible bajo condiciones 
reductoras.  
Los ensayos de entrecruzamiento y fosforilación con DTBP dieron los 
mismos resultados que los obtenidos con DMS, pero además, al reducir la banda 
del complejo entrecruzado HK853-CD y RR468 (D53A), observamos HK853-
CD fosforilada, así como un remanente de complejo entrecruzado fosforilado no 
reducido. Esto demostró que HK853-CD podía autofosforilarse en presencia de 
RR468. La ausencia de fosforilación en los complejos entrecruzados HK853-
CD:RR468 y HK853-CD:RR468(K105A) demostraba que las reacciones de 
autofosforilación y fosfotransferencia así como de defosforilación podrían darse 
estando las dos proteínas unidas. Esto significaba que a partir de la 
conformación observada en el complejo y con pequeños cambios 
conformacionales que implicasen un desplazamiento máximo en un radio de 
11,9 Å se podían explicar estas tres reacciones.  
La necesidad de un radio de movimiento mayor de 2,0 Å y menor de 12 Å 
viene explicada por las observaciones anteriormente descritas de 
desplazamientos en los lazos funcionales. La estructura del complejo nos 
muestra que al menos la tapadera del ATP debe de cambiar su conformación, así 
como el Lβα3 cuando RR468 no está fosforilado. Sin duda esta observación es 
coherente con las implicaciones biológicas del mecanismo de transducción de 
señal, además, si las conformaciones que tiene que adoptar la HK son muy 
distintas, ello implicaría un coste energético muy elevado. Por otra parte, estos 
resultados avalan un mecanismo de autofosforilación en modo CIS ya que un 
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mecanismo de autofosforilación en TRANS estaría impedido por el 
entrecruzamiento. 
Estos resultados demuestran que 1) es necesaria una reorganización de las 
proteínas para que se realicen las reacciones de autofosforilación, 
fosfotransferencia y defosforilación 2) la conformación de estas reacciones es 
muy similar y 3) la interacción productiva de HK853-CD con RR468 para 
realizar las reacciones de fosfotransferencia y defosforilación debe ser similar. 
5.7. Mecanismo de transducción de señal 
 
El mecanismo por el cual se transduce la señal desde el dominio sensor 
hasta la maquinaria catalítica es, sin duda, el proceso que más sombras presenta 
en los sistemas de señalización, no siendo una excepción en los TCS. Cómo es 
reconocida la señal extracelularmente, cómo atraviesa la membrana y cómo se 
inducen los cambios en la actividad intracelular del receptor son cuestiones 
fundamentales. 
Puesto que las estructuras resueltas en este trabajo de tesis o previamente 
por el grupo corresponden únicamente a los dominios citoplasmáticos de 
HK853, son insuficientes para abordar todas las cuestiones planteadas, pero no 
para proponer un modelo sobre el mecanismo para la transducción de la señal. 
Ésta debe presentar una direccionalidad en la HK, es decir una propagación 
desde el exterior hacia el interior del citoplasma. Puesto que no poseemos datos 
estructurales de las hélices transmembrana o del dominio extracelular de HK853, 
el modelo que proponemos se basa en el conocimiento estructural de los 
dominios extracelulares, transmembrana y del dominio HAMP de otras proteínas 
transductoras previamente caracterizadas.  
El primer paso en la transducción de la señal es la detección de la misma 
por el receptor mediante su interacción directa con otras proteínas o con 
ligandos. Los estudios más recientes sobre la implicación del dominio 
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periplásmico en la transducción de la señal se han realizado con la HK híbrida 
LuxQ de Vibrio harveyi que regula las respuestas de señalización por quórum.  
El dominio periplásmico de LuxQ está asociado constitutivamente y 
regulado por una proteína sensora llamada LuxP a la cual se une el autoinductor 
2 (AI-2). Estudios estructurales con el dominio periplásmico de LuxQ (LuxQp) y 
LuxPQp han demostrado que la unión de AI-2 en LuxP induce un importante 
cambio conformacional en el dímero (LuxPQp)2. En concreto, el dímero 
(LuxPQp)2 pasa de interaccionar de forma simétrica (LuxPQp:LuxPQp) a 
interaccionar de forma asimétrica de forma que una molécula de LuxP 
interacciona con los dos dominios LuxQp y la otra molécula de LuxP 
interacciona con un solo dominio de LuxQp (Neiditch et al., 2006). LuxP sufre el 
mayor cambio conformacional para unir AI-2, una rotación de 26º respecto de 
LuxPQp mientras que LuxQ sufre ligeros cambios conformacionales. Estudios 
bioquímicos y estructurales han demostrado que la unión de AI-2 induce la 
regulación de la actividad quinasa. En ausencia de AI-2, la dimerización del 
dominio periplásmico se produce por una asociación simétrica de baja afinidad 
entre las subunidades de HK, promovido por las interacciones del dominio DHp 
citoplasmático. En presencia de AI-2, se produce la dimerización asimétrica del 
domino periplásmico propagando dicha asimetría hasta los dominios catalíticos 
que se disponen de forma asimétrica inhibiendo la actividad quinasa de 
autofosforilación. Este tipo de mecanismo, basado en la transición de un estado 
de simetría a otro de asimetría para la regulación de la actividad quinasa, se ha 
observado en otros sistemas. Sin embargo, quedan por responder cómo estos 
cambios se transmiten a través de la membrana (Stock, 2006). 
Estudios bioquímicos y estructurales con otras HKs que carecen de 
proteínas reguladoras, como CitA y PhoQ postulan que el mecanismo de 
transducción debe diferir del de LuxPQ. Las estructuras resueltas por difracción 
de rayos X de los dominios periplásmicos de CitA y PhoQ presentan un 
plegamiento similar al del dominio PAS. Para ambas estructuras, la unidad 
asimétrica contenía un dímero formado a través de la interacción entre la 
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primera hélice N-terminal de cada subunidad, sugiriendo que la regulación de la 
HK está relacionada con las interacciones en la interfase del dímero. En las 
estructuras resueltas del dominio periplásmico de CitA, con y sin ligando, la 
diferencia principal reside en la parte central del dominio periplásmico, formado 
por cinco láminas β antiparalelas, el cual adquiere una conformación más 
cerrada en presencia del ligando desencadenando probablemente nuevos 
cambios en el dominio que provocan finalmente la transducción de la señal a la 
hélice transmembrana TM2 (Sevvana et al., 2008).  
El análisis de señalización a través de la membrana también requiere el 
estudio de los movimientos asociados a las hélices transmembrana TM1 y TM2 
que conectan el dominio periplásmico sensor al dominio citoplasmático 
catalítico. En este sentido, se han propuesto diferentes modelos de interacción 
entre TM1 y TM2 que provocarían los cambios conformacionales necesarios 
para la propagación de la señal a través de la membrana; 1) movimiento de 
asociación-disociación, en donde las hélices se alejan o acercan, 2) movimiento 
de pistón, donde las hélices se trasladan relativamente de forma perpendicular a 
la membrana, 3) movimiento de rotación, 4) movimiento de tijera y 5) 
movimiento de vaivén 6) combinaciones de las anteriores (Ottemann et al., 
1999).  
Los primeros ensayos sobre estos mecanismos se realizaron con el receptor 
de aspartato Tar, una proteína implicada en la quimiotaxis bacteriana regulando 
las actividades de la HK CheA. El receptor Tar contiene un dominio 
periplásmico conectado al dominio citoplasmático por dos hélices 
transmembrana que funcionan de un modo similar a las hélices transmembrana 
TM1 y TM2 de las HKs. Los estudios estructurales y bioquímicos iniciales con 
el receptor Tar de Salmonella propusieron un modelo de pistón-giro (Chervitz 
and Falke, 1996) que incluye una translación de 1.6º y una rotación de 5º de la 
hélice TM2 hacia el citoplasma. Estudios posteriores de resonancia 
electroparamagnética (EPR) en Tar de E. Coli han propuesto un modelo de 
pistón basado en un desplazamiento relativo de 1 Å entre las hélices TM1 y 
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TM2. Recientemente, estudios de difracción de rayos X apoyados por EPR de 
las hélices transmembrana en forma activa e inactiva del complejo formado por 
el fotoreceptor sensorial rodopsina II (SRII) y su transductor HtrII en la 
halobacteria Natronomonas pharaonis (Figura 58) han demostrado que la señal 
se transmite a través de la membrana mediante una rotación en TM2 de 20-30º 
de tipo rosca en dirección de las agujas del reloj (Klare et al., 2004; Wegener et 
al., 2001).  
HtrII es una proteína transductora (1-114) con una región transmembrana 
formada por dos hélices que se extienden por una parte al periplasma (44-59) y 
por otra al citoplasma (residuos 83-114) controlando a la HK CheA. HtrII está 
fuertemente unida a SRII, una proteína tipo G de membrana, a través de sus dos 
hélices transmembrana formando un complejo 2:2, de forma que HtrII es un 
dímero (Figura 58). Por lo tanto, las cuatro hélices transmembrana de HtrII son 
un buen modelo de las hélices transmembrana del dímero HK clase I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58. Estructura del complejo formado por el transductor HtrII y el fotoreceptor 
SRII. En este modelo se representa el complejo 1:1 por simplificidad. El movimiento de la 
hélice F en presencia de luz provoca el movimiento de TM2 en HtrII. Figura tomada de 
(Spudich, 2002) 
HtrII
SRII
Citoplasma
Transmembrana
Periplasma
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La resolución de la estructura tridimensional del complejo formado por 
SRII y el dominio de unión al receptor de HtrII (Figura 58), apoya los datos que 
indican que la transducción a través de la membrana se realiza mediante un 
cambio conformacional de 20-30º en la hélice F de SRII que a su vez provoca en 
HtrII la rotación de la hélice TM2 que conecta con el dominio citoplasmático 
(Gordeliy et al., 2002; Sato et al., 2005; Yang et al., 2004). 
Así pues, todos estos datos demuestran que los posibles movimientos 
asociados a la transducción de la señal a través de la membrana implican 
movimientos de rotación con un cierto nivel de traslación.  
Una vez la señal ha salido de la membrana, ésta debe propagarse por el 
citoplasma hasta llegar a la maquinaria de fosforilación. Muchas HKs (~30 %) 
de membrana contienen un dominio HAMP que une la región transmembrana 
con el dominio catalítico y que actúa como un modulador de la señal, de forma 
que los cambios producidos en el dominio periplásmico convergen en el dominio 
HAMP que a su vez haría de transductor modulando la actividad del dominio 
catalítico (Khorchid and Ikura, 2006). El dominio HAMP se encuentra en 
muchas proteínas transductoras y se ha demostrado que mutaciones en dicho 
dominio han bloqueado constitutivamente el receptor en alguna de sus 
actividades. Por otra parte, el dominio HAMP es un módulo muy conservado 
que ha demostrado ser intercambiable entre diferentes proteínas como el 
receptor Tar y la HK EnvZ (Yoshida et al., 2007). La reciente determinación de 
la estructura del dominio HAMP de Archaeoglobus fulgidus (A. fulgidus) (Hulko 
et al., 2006) por RMN, muestra una estructura homodimérica en forma de 
motivo de hélice enrollada formada por dos hélices paralelas (α1 y α2) de cada 
subunidad que se empaquetan formando un haz de cuatro hélices paralelas 
(Figura 59).  
El empaquetamiento que se observa en la estructura de este dominio 
HAMP es del tipo complementario x-da o botón en botón, inusual al canónico de 
botón en ojal. Se ha postulado que si el empaquetamiento del botón en ojal es 
simétrico, el empaquetamiento observado de botón en botón sería asimétrico y 
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que una rotación de + 26º en α1 y la consiguiente rotación de -26º en α2, como si 
de un engranaje se tratara, permitiría pasar los residuos de un empaquetamiento 
a otro (Inouye, 2006) (Figura 5). Precisamente como se ha descrito 
anteriormente, dicha rotación es la que se observa en la transducción de la señal 
a través de la membrana en el caso de HtrII. De esta forma, el dominio HAMP 
podría existir en equilibrio con dos conformaciones que difieren en sus 
propiedades dinámicas, aunque ambas son prácticamente isoenergéticas, siendo 
una la conformación de reposo, sin señal y la otra la conformación activada en 
presencia de la señal.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 59. Estructura del dominio HAMP de A. fulgidus. Visión en cintas del dímero 
HAMP formado por α1 (verde) y α2 (amarillo) con α1* (verde claro) y α2* (amarillo claro). 
Figura tomada de (Hulko et al., 2006).  
 
En las HKs como EnvZ, la hélice α2 del HAMP está conectada con la 
hélice α1 del dominio catalítico DHp que contiene la His fosforilable, por lo que 
una rotación de 26º en HAMP, como la descrita anteriormente, afectaría la 
configuración del dominio catalítico. En la estructura de HK853-CD libre se 
confirman dichos datos, ya que la hélice α2 del dominio HAMP predicha por el 
programa LEARNCOIL está conectada con DHp α1 (Marina et al., 2005).  
α1* α2*
α2
α1
α1*
α2*
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Además, esta hélice α2 formaba un motivo de hélice enrollada con la hélice 
α2* de la subunidad homóloga en el dímero, que es lo que se observa en la 
estructura del dominio HAMP. En la estructura de HK853-CD en complejo, este 
motivo de hélice enrollada no pudo ser trazado ya que estaba desordenado, 
probablemente la conformación que adquiere HK853 para unir RR468 viene 
inducida por una disposición diferente de la hélice α1. Si se hubiera producido 
un cambio en el dominio HAMP es probable que éste se hubiera propagado al 
dominio DHp.  
Para comprobar si se habían producido movimientos en DHp de HK853-
CD en complejo con respecto de HK853-CD libre, realizamos una 
representación por “capas” (Figura 44) de los residuos no expuestos al solvente 
que formaban el HAMP en HK853-CD libre y el dominio DHp tanto en HK853-
CD libre como en complejo. Observamos que las dos estructuras presentaban 
empaquetamientos distintos, que variaban de capa en capa desde el HAMP hasta 
el dominio DHp y que en la capa cercana a la His260 fosforilable (después de la 
7º capa) convergían presentando el mismo tipo de empaquetamiento en ambas 
proteínas. Si el empaquetamiento era distinto, se deberían haber realizado 
movimientos de rotación y/o traslación para pasar de uno a otro. El análisis de 
estos movimientos mostró que las hélices habían sufrido un desplazamiento 
coordinado, de forma que en la parte superior del DHp conectado al HAMP (6º 
capa) las hélices α1 y α2 se habían distanciado unos 4,2 Å, y a medida que las 
hélices del dominio DHp se proyectaban hacia el citoplasma, esta distancia 
disminuía hasta valores casi nulos en la capa 9º, donde se encontraba el residuo 
P265, residuo que funcionaba como bisagra. Más importante que la traslación es 
el movimiento de rotación en las hélices del dominio DHp, de forma que en la 
parte superior (6º capa), α1 rotaba unos 20º y α2 unos 12º. Dicha rotación iba 
disminuyendo a lo largo del DHp hasta alcanzar un valor mínimo de 2,5º en α1 y 
1º en α2, en la 9º capa donde se encontraba la P265. La rotación observada en α1 
de unos 20º es similar a la magnitud de los movimientos de rotación postulados 
para HAMP y en HtrII.   
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Por otra parte, α1* y α2* presentaban un movimiento coordinado y similar 
de traslación y rotación al de α1 y α2 (Figura 60). Sin embargo, las distancias 
entre α1 y α2* y entre α1* y α2 se mantenían aproximadamente constante, es 
decir que la superficie de interacción entre α1 y α2* no variaba. De forma que 
los movimientos de traslación y rotación observados entre α1 y α2 deben ser 
concertados para permitir un cambio en el empaquetamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60. Movimiento coordinado de las hélices del dominio DHp así como del 
dominio CA en las estructuras superpuestas de HK853-CD libre y en complejo. A) 
En cilindro se representa α1-α2 y α1*-α2* de HK853-CD libre (morado y rosa) y de 
HK853-CD en complejo (azul oscuro y claro) y sus movimientos. B) Los movimientos de 
α1-α2 afectan a la conformación del dominio CA, que sufre una rotación de 37º. Se 
muestra la P265 en α1 donde se minimizan los movimientos de rotación del DHp. Se 
representa una sola subunidad por claridad.  
 
El hecho de que los valores de traslación y rotación fueran mínimos en el 
residuo P265, nos hizo suponer que la transducción de la señal a través del 
HAMP convergía después de la His fosforilable y que desde ahí se propagaba al 
dominio CA, el cual sufre una rotación de unos 37º. El dominio CA está 
asentado en la superficie generada por α1 y α2, y no interacciona con α1* y α2*, 
por lo tanto un cambio en esta superficie, producida por la rotación de α1 
α2
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α2*
DHp
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inducida por el dominio sensor y por consiguiente de α2, debería inducir la 
reubicación del CA (Figura 60). Sin embargo, ¿cúales eran los cambios que se 
producían a nivel de residuos en los dominios DHp y CA para facilitar dichos 
movimientos? 
Como ya hemos comentado en al apartado 4.4.6., la estructura de HK853-
CD libre permitió definir dos zonas de interacción hidrofóbica entre DHp y CA, 
cada una de ellas centrada en una de las hélices del dominio DHp. La zona de 
conexión DHp-CA no sufre cambios importantes y define la región bisagra sobre 
la que oscila el dominio CA, sin embargo, α1 se aleja de α2 y se abre una 
cavidad hidrofóbica permitiendo que la Phe428, y el residuo Leu444 se ubiquen 
en el hueco hidrofóbico generando nuevas interacciones con la Phe254 y Phe312 
(Figura 45). 
Los movimientos observados en DHp así como el diferente 
empaquetamiento observado en cada capa de las hélices α1 α2, permite postular 
que la propagación de la señal y el cruce de la membrana debe implicar tanto un 
movimiento de rotación, ya postulado para la estructura de HAMP, como uno de 
translación a través de un eje perpendicular a la membrana. Estos movimientos 
permiten la reubicación del dominio CA, y de este modo se exponen los residuos 
de la hélice DHp α1 principalmente y DHp α2 para el anclaje y reconocimiento 
de RR468 así como los residuos de la conexión entre DHp y CA y la tapadera 
del ATP. Este último, indicaría el estado de fosforilación de HK853-CD, es 
decir, la superficie idónea para que se una RR468. 
Finalmente, todos los datos permiten proponer un mecanismo general de 
transducción de la señal para las HKs de membrana (Figura 61), en el cual la 
unión del ligando al dominio periplásmico, provoca un cambio conformacional 
que se transmite a la región transmembrana. En dicha región, TM2 rota unos 20-
30º y tal vez se traslada, propagando la señal al dominio HAMP que genera 
como salida una rotación del mismo orden (26º) que llega finalmente al dominio 
DHp. Esta rotación induce nuevas rotaciones y en menor medida traslaciones en 
α1 y α2 que se amortiguan hasta eliminarse a nivel de un residuo conservado de 
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Pro (P265) en α1 que funciona como bisagra (Figura 60). El cambio de 
superficie en α1 y α2 hace que la superficie expuesta del dominio DHp, donde se 
asienta el dominio CA, cambie forzándolo a una reubicación. Esta recolocación 
puede acercar el dominio CA a la His aceptora para realizar la autofosforilación 
o generar una superficie que sea reconocida por el RR para realizar la reacción 
de fosfotransferencia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 61. Esquema del posible mecanismo de transducción de señal en una HK 
hipotética. Representación de los cambios conformacionales que conllevan la 
transducción de la señal desde el dominio periplásmico (estructura LuxQ en azul), a 
través del dominio transmembrana (estructura del transductor de la rodopsinaII HtrII de 
Natronomonas pharaonis en verde) conectado con el HAMP (estructura de la archea 
Archaeoglobus fulgidus rojo) hasta el dominio catalítico (HK853-CD libre en morado y 
HK853-CD en complejo en cian). 
 
TM2 TM2*
α1 α1* α1 α1*
HK853-CD libre HK853-CD complejo 
α2 α2*
LuxQ
HtrII
HAMP Rotación 26º
Rotación de TM2 de 20-30º
Dimerización simétrica y asimétrica 
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En el esquema propuesto, la modulación depende de la rotación de la hélice 
que transduce la señal. Este esquema es muy básico, ya que muchas HKs 
contienen más dominios sensores interpuestos entre la zona transmembrana y el 
HAMP o entre el HAMP y el domino DHp o ambas cosas. Muchos de esos 
dominios interpuestos son dominios PAS, que pueden encontrarse por duplicado 
o triplicado en tándem, que posiblemente intervengan en la modulación de la 
señal. En nuestro modelo, la modulación vendría dada por la inducción o 
inhibición de la rotación de la hélice. Sin duda estos elementos permiten incluir 
puntos de control en aquellos mecanismos de transducción de señal que 
impliquen procesos complejos, además de poder integrar diferentes señales 
utilizando un único sensor.  
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1) El RR codificado por el ORF0468 de T. maritima es capaz de tomar y 
transferir grupos fosforilo con la HK853 de este mismo organismo, por lo 
que ambas proteínas forman un TCS. Además, HK853 y RR468 
interaccionan de forma estequiométrica 2:2 (un dímero de HK853 
interacciona con dos moléculas de RR468) y cooperativa, de modo que la 
unión de una molécula de RR468 al dímero de HK853 favorece la unión de 
la segunda molécula de RR468. 
 
2) Se ha demostrado que HK853 tiene una alta actividad fosfatasa sobre 
RR468~P y que el RR fosforilado es una especie estable. La His260 
fosforilable no es esencial en dicha actividad, apoyando el modelo fosfatasa 
que implica a una molécula de agua como agente defosforilante. 
 
3) Se ha determinado a 2,8 Å de resolución la estructura tridimensional del 
complejo HK853:RR468, la primera estructura de una HK ortodoxa de 
clase I en complejo con su RR. La estructura ha permitido asentar las bases 
del mecanismo de reconocimiento entre una HK y su RR, así como postular 
que el mecanismo de la reacción de fosfotransferencia entre ambas 
proteínas es principalmente disociativo. 
 
4) Se ha determinado la estructura tridimensional de RR468 libre a 2,0 Å de 
resolución, la cual presenta una conformación inactiva o defosforilada 
donde el lazo Lβα3 ocluye el centro activo. 
 
5) Por primera vez se ha demostrado que una HK puede autofosforilarse por 
un mecanismo CIS-intramolecular, en donde la His catalítica y el ATP 
reaccionan dentro de una misma subunidad. Esto contrasta con el hasta 
ahora paradigma de autofosforilación en TRANS, deduciéndose que no 
existe un mecanismo único de autofosforilación para las HKs. 
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6) Se ha demostrado que HK853 puede autofosforilarse cuando está unida a 
RR468 por lo que se deduce que para éste TCS, las conformaciones de 
autofosforilación y de fosfotransferencia, esta última observada en el 
complejo, deben ser muy similares. 
 
7) Se ha postulado un modelo para la transducción de la señal que convergería 
en el dominio citoplasmático a través de la rotación de la hélice α1 del 
dominio DHp, lo que a su vez afectaría la ubicación del dominio CA. Estos 
movimientos coordinados de los dominios DHp y CA permitirían adquirir 
las diferentes conformaciones catalíticas. 
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Anexo I. Dominios de HKs resueltos hasta el momento  
 
Tabla 15. Anotación del PDB de los diferentes dominios de HKs resueltos 
hasta el momento. Para cada estructura se indica el tipo de técnica empleada 
(rayos X (RX) o resonancia magnética nuclear (RMN)).   
Dominio Sensor Dominio HAMP Dominio C-terminal 
  Dominio DHp Dominio CA 
CitA_RX      
(1P0Z) 
Af1503_RMN  
(2ASW) 
EnvZ_RMN  
(1JOY) 
 
DcuS_RMN 
(1OJG) 
HK853_RX      
(2C2A) 
HK853_RX   
(2C2A) 
EnvZ_RMN 
 (1BXD) 
LuxQ_RX    
(1ZHH) 
  CheA_RX     
(1B3Q) 
PhoQ_RMN 
(1YAX) 
  PhoQ_RX     
(1ID0) 
   NtrB_RX      
(1R62) 
   HK853_RX  
(2C2A) 
   PrrB_RX      
(1YSR) 
 
Anexo II. Secuencia de aminoácidos de las proteínas utilizadas 
 
1. HK853. Los residuos coloreados en azul corresponden al dominio 
citoplasmático de HK853-CD.  
 
        10         20         30         40         50         60  
MEEIKEQNNR LFLLLSIMIM EFSNAKTESD ILQGLLNLVR KVVDIKEVVL VDENKRKIWG  
 
        70         80         90        100        110        120  
RDIDIKRFEE FIDWSIRQSN PVFVEDELGY VGIVPVVKQD RMFGSLIVLL NHQPSMEETE  
 
       130        140        150        160        170        180  
IFKVLSFLSA VVLENIKLYR ELEETYNYVN VILNGLPEGI FVYSNGEIKF QNEKFKEENF  
 
       190        200        210        220        230        240  
PDEVLRKAIS LSEEAISLRT QRVGEVISGE EFFSITSIPL ILGSEVQALT IVENVTESKE  
 
       250        260        270        280        290        300  
LERLKRIDRM KTEFIANISH ELRTPLTAIK AYAETIYNSL GELDLSTLKE FLEVIIDQSN  
 
       310        320        330        340        350        360  
HLENLLNELL DFSRLERKSL QINREKVDLC DLVESAVNAI KEFASSHNVN VLFESNVPCP  
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       370        380        390        400        410        420  
VEAYIDPTRI RQVLLNLLNN GVKYSKKDAP DKYVKVILDE KDGGVLIIVE DNGIGIPDHA  
 
       430        440        450        460        470        480  
KDRIFEQFYR VDSSLTYEVP GTGLGLAITK EIVELHGGRI WVESEVGKGS RFFVWIPKDR  
 
 
AGEDNRQDN  
 
2. RR468 
 
        10         20         30         40         50         60  
MSKKVLLVDD SAVLRKIVSF NLKKEGYEVI EAENGQIALE KLSEFTPDLI VLDIMMPVMD  
 
        70         80         90        100        110        120  
GFTVLKKLQE KEEWKRIPVI VLTAKGGEED ESLALSLGAR KVMRKPFSPS QFIEEVKHLL  
 
 
NE  
 
3. RR143 
 
        10         20         30         40         50         60  
MKKVLIVDDS KFWRLVVSDI VKNIKKDVEI LLAEGGMDGL QKALNHRPDY FIIDYNMPDF  
 
        70         80         90        100        110        120  
SGLYLSVVLR EMKAFKDSGI VILTASSDTI NSFWAKKSGA NLFINKGKKE EIEKELQVFL  
 
       130        140        150        160        170        180  
NTPYESLKNC ESSESGNVFH IVEKRLKREI LEKEILSYLK YSRDERYVIS LLVMLFRNFS  
 
       190        200        210        220        230        240  
MFGSFRALLI STSEGRIYSF GKPVDKEVLR KFLISKLEKP TSPSFWSFHG AFGEGSISDD  
 
       250        260        270        280        290        300  
NISAVVKDDG TELGVVLFED VENPFLLRSA LEDSLSSLMV LFRNLNDFRD YVIASETDGL  
 
       310        320        330        340        350        360  
TGLFNKRAIM RFLEEVLRSE KNIAVAMMDI DDFKKINDTF GHPVGDEVLR VVANILRETV  
 
       370        380        390        400        410        420  
KIGKVGRYGG EEFMVVFETG ERDAVVKTMD NIMENIRNFD WQKIFGSEKK VTLSGGVAFS  
 
       430        440        450  
KKESSPVELI EEADKKLYTA KRSGKDRYVI  
 
4. HK400-CD. La porción citoplasmática corresponde a los residuos coloreados 
en azul.  
 
        10         20         30         40         50         60  
MLPVTSERKA FRKTQLIWTA VFTLSIVLIV AITVGAVFIV EKRRITTQFD GELRRTADLI  
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        70         80         90        100        110        120  
ERRLRAPGMM GMLRTFRGVD PLFVPRGEAF QFLLPSGEVF LEVGEQIGTP ETPVEEGFST  
 
       130        140        150        160        170        180  
EGNYRIFTKK IDLGDTTIFL RVGKDISDLI ERSKRLLSMY LLVILFSAGG AAVFGYFVSS  
 
       190        200        210        220        230        240  
LALLPVRNAY NSLKRFSMDA SHELKTPLSV LKTSLDVLKY REDLPDDVKN KLGIMEKNVE  
 
       250        260        270        280        290        300  
KMSKQINQLL LLVKSEGSLN SVVKERINLK DFLQQIVDEF KPKAESKGLE LEIDCPEDLF  
 
       310        320        330        340        350        360  
LETEKDTLRV ILENLVDNAV KFTEKGKVIV GARKEGRLTI YVQDTGPGIP KKEQKRIFER  
 
       370        380        390        400  
FYRISRNTEG SGLGLSIVKE LASRLKAKVI LESEEGKGST FKLVF  
 
5. RR842 
 
        10         20         30         40         50         60  
MTPTVMVVDE SRITFLAVKN ALEKDGFNVI WAKNEQEAFT FLRREKIDLV FVDVFEGEES  
 
        70         80         90        100        110        120  
LNLIRRIREE FPDTKVAVLS AYVDKDLIIN SVKAGAVDYI LKPFRLDYLL ERVKKIISST  
 
       130        140        150        160        170        180  
PRVTVSLRKN IEDLEITLKF EDIVRKEIKR SNRTGSRFCV MYVKFEDIMR DYETIKKFFR  
 
       190        200        210        220        230        240  
ETDYVLPISA SEYLFVLTLT GKHGIEAVTR RMKEKLSERF SYTYVCYPDD GKTYEEIILT  
 
       250  
LKDRMAKPRG NES  
 
Anexo III. Cristalización y difracción del mutante HK853-CD (V439C) 
en complejo con RR468 
 
Se realizaron ensayos de cristalización del complejo formado por el 
mutante de HK853-CD (V439C) y RR468 en presencia de AMP-PNP (20 mg/ml 
CD-V439C, 10 mg/ml RR468 y 4mM AMP-PNP) que no rindieron cristales 
hasta pasado un año, donde se obtuvieron dos cristales crecidos a 4 ºC en las 
condiciones de 20 % isopropanol, 0,1 M acetato sódico pH 4,6 y 0,2 M cloruro 
de calcio (Figura 62). Los dos cristales se congelaron con una disolución 
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crioprotectora que contenía 0,14 M cloruro de calcio, 0,07 M acetato sódico pH 
4,6, 14 % isopropanol y 30 % glicerol).  
 
 
 
 
 
Figura 62. Cristal del complejo formado entre el mutante HK853-CD (V439C) y 
RR468.  
 
Ambos cristales difractaron entorno a una resolución de 3,7 Å, sin embargo 
uno de ellos era muy anisotrópico, por lo que se recogieron datos de un solo 
cristal. Posteriormente, para mejorar la resolución de los cristales hemos 
intentado reproducir dichas condiciones de cristalización sin éxito. En la Tabla 
16 se muestran los datos de difracción y procesado del cristal. 
 
Tabla 16. Datos de difracción y procesado para el cristal del 
complejo HK853-CD (V439C):RR468. Los datos de difracción 
fueron recogidos en la línea ID23-2 del ESRF (Grenoble, Francia). 
Datos de procesado HK853-CD (V439C):RR468 
Longitud de onda (Å) 0,873 
Rango de resolución (Å) 90,91-3,72 (3,92-3,72) 
Emerge (%) 9,3 (38,2) 
I/δ(I) 10,7 (2,9) 
Nº reflexiones 
totales/únicas 
39002/5424  
(11072/1587) 
Completitud 99,9 (99,7) 
Multiplicidad 3,5 (3,4) 
Grupo espacial P65 
Dimensiones de la celda (Å) a=181,83 b=181,83 c=54,27   
Ángulos α=β=90º γ=120º 
Los valores entre paréntesis se refieren a la capa de mayor 
resolución 
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Anexo IV. Publicaciones 
 
Casino P., Fernández-Alvarez A., Alfonso C., Rivas G., Marina A. 
Identification of a novel two component system in Thermotoga maritima. 
Complex stoichiometry and crystallization. Biochim Biophys Acta. 1774, 603-09 
(2007).  
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